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RIASSUNTO 
A livello mondiale, le frodi alimentari sono in continuo aumento, favorite dalla globalizzazione dei mercati e 
dalla diffusione di prodotti trasformati in cui la verifica degli ingredienti risulta molto difficoltosa. In questo 
contesto, le analisi molecolari per l’identificazione di specie hanno trovato crescente impiego nell’ispezione dei 
prodotti di origine animale. L'estrazione del DNA rappresenta il primo step di questo approccio. Per superare 
alcuni problemi legati alle metodiche di estrazione classica è stata recentemente messa a punto una nuova 
tecnologia per la raccolta e lo stoccaggio del DNA basata sull’utilizzo delle FTA®cards. Nonostante le 
FTA
®
cards siano state già applicate con successo a differenti matrici (tessuti vegetali e animali) il loro utilizzo 
sugli alimenti è ancora limitato. Scopo del lavoro è stato quello di testare e ottimizzare l'impiego delle 
FTA
®
cards per l'identificazione di specie edibili ai fini del controllo ispettivo. Campioni di tessuto muscolare di 
23 specie di interesse commerciale (6 mammiferi, 6 uccelli e 11 pesci, 3 campioni per specie) sono stati in 
parallelo sia estratti e amplificati con una procedura standard utilizzata di routine presso il FishLab (metodo di 
riferimento) che sottoposti all'estrazione mediante FTA
®
cards secondo due protocolli: utilizzando i tessuti 
freschi tal quali e dopo pretrattamento con etanolo (10 min in etanolo al 100% e 1h/3h/6h/24h in etanolo al 70% 
a 4°C). I campioni estratti mediante FTA
®
cards sono poi stati amplificati direttamente utilizzando una 
concentrazione di primers doppia rispetto alla procedura standard. Le varie procedure (metodo di riferimento, 
FTA
®
cards su tessuto tal quale e FTA
®
cards dopo trattamento in etanolo) sono state confrontate valutando il 
tasso di amplificazione e la concentrazione del DNA ottenuti. Inoltre, l'utilizzo delle FTA
®
cards è stato testato 
anche su 16 specie di pesce (3 campioni/specie) conservati in etanolo al 70% da diversi mesi (9-16). I risultati 
hanno mostrato che, sebbene la metodica di riferimento abbia ottenuto un tasso di amplificazione e 
concentrazioni più elevati, l’utilizzo delle FTA®cards ha permesso di amplificare più dell’80% dei campioni 
freschi pretrattati con etanolo e più del 60% dei campioni conservati in etanolo, con concentrazioni sufficienti 
per l’invio al sequenziamento (>10 ng/µl). Invece, i campioni tal quali, non pretrattati, hanno presentato un tasso 
di amplificazione significativamente più basso e concentrazioni insufficienti al sequenziamento. In conclusione, 
questo lavoro ha messo a punto un protocollo per l’identificazione di specie negli alimenti di origine animale 
basato sul’impiego di FTA®cards, dimostrando la loro validità come ulteriore strumento per l’ispezione 
molecolare degli alimenti. 
Parole chiave: FTA
®
cards, identificazione di specie, frodi, estrazione DNA, ispezione molecolare 
ABSTRACT 
Worldwide, food frauds are increasing, favoured by market globalization and the spread of processed products in 
which the ingredients verification becomes very difficult. In this context, molecular analysis for species 
identification has found increasing application in the field of inspection of food of animal origin. DNA extraction 
represents the first step in this approach. To overcome problems related to classical extraction methods a new 
technology for the collection and storage of DNA based on the use of FTA
®
cards has recently been developed. 
Despite FTA
®
cards have already been successfully applied to different organic samples (plant and animal 
tissue), their use on foodstuff is still limited. The aim of this work was to test and optimize the use of FTA
®
cards 
for the identification of edible species in the field of food inspection and control. Muscle tissue samples of 23 
species of commercial interest (6 mammals, 6 birds and 11 fish, 3 samples per species) were extracted and 
amplified with a standard method routinely used at the FishLab (reference method) and, in parallel, subjected to 
extraction using the FTA
®
cards according to two protocols: using fresh tissue as such and after a pretreatment 
with ethanol (10 min in 100% ethanol and 1h/3h/6h/24h in 70% ethanol at 4°C). Samples extracted using 
FTA
®
cards were then directly amplified using double primers concentration. All the procedures (reference 
method, FTA
®
cards on fresh tissue and FTA
®
cards after a pretreatment with ethanol), were compared by 
assessing the amplification rate and the DNA concentration obtained. In addition, the use of FTA
®
cards was 
tested on 16 fish species (3 samples/species) that had been stored in 70% ethanol for several months (9-16). The 
results showed that even though the reference method obtained higher amplification rates and concentrations, the 
use of FTA
®
cards allowed to amplify more than 80% of the fresh samples pretreated with ethanol and more than 
60% of samples stored in ethanol, with high enough concentrations for sequencing (> 10 ng/uL). Instead, not 
pretreated fresh samples showed a significantly lower amplification rate and insufficient concentrations for 
sequencing. In conclusion, this work has developed a protocol based on FTA
®
cards for species  identification in 
food of animal origin, proving their potential as an additional tool for molecular inspection of foodstuff. 
Keywords: FTA
®
cards, species identification, frauds, DNA extraction, molecular inspection 
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CAPITOLO 1 
LE FRODI NEL COMPARTO ALIMENTARE E IL QUADRO 
NORMATIVO 
 
1.1. CENNI STORICI SULLA FRODE ALIMENTARE 
 
Le frodi sono una delle attività criminose più antiche dell’umanità e sono saldamente radicate 
nella vita sociale. Oltre al settore finanziario, le frodi hanno interessato numerosi altri settori 
commerciali, tra cui il settore alimentare. I primi esempi di frodi hanno luogo già nell'antico 
Egitto, dove era prevista la condanna a morte per chi ripetutamente attuava truffe in ambito 
alimentare. Le frodi vengono descritte anche nella Bibbia, quando si parla dei peccati relativi 
all’alterazione dei pesi delle bilance (Nebbia, 2007). Nell'impero romano la punizione per le 
frodi alimentari consisteva nella servitù o nell'esilio (Fortin, 2009). Le prime misure di 
prevenzione dei reati alimentari si registrano nell'antica Grecia in cui era presente la figura del 
vigile sanitario, il quale aveva il compito di controllare il commercio (Nebbia, 2007). Le frodi 
hanno riguardato anche il mondo islamico, infatti tra il 700 ed il 1200 d.C. le autorità religiose 
iniziarono a predisporre sistemi di controllo sulle merci vendute nei mercati (Semeraro, 
2011). Il fenomeno delle frodi raggiunse il suo apice nel XIX secolo, tanto che, in Inghilterra, 
vennero attuati provvedimenti legislativi per la loro repressione e nel 1875 venne emanata la 
“sale of food and drug act” che rappresenta la prima legge organica contro le frodi. Anche in 
Francia, nello stesso periodo, fu attuato un servizio repressione frodi, con l’ausilio di 
laboratori di analisi. In Italia le prime norme risalgono al 1888, con la legge “Crispi Pagliani”, 
con la quale si istituì il Sistema Sanitario Nazionale e la tutela della salute dei cittadini 
divenne un dovere dello Stato. Successivamente, nel 1907 venne redatto il Testo Unico delle 
leggi sanitarie e il relativo regolamento del 1908. Durante le due guerre mondiali le frodi 
aumentarono ulteriormente. Infatti, la scarsità di cibo induceva gli speculatori a sofisticare gli 
alimenti: il latte veniva diluito con acqua ed il pane veniva prodotto con farine scadenti o con 
l’aggiunta di polvere di gesso. Negli anni ’50 le frodi hanno riguardato soprattutto l’olio 
d’oliva, sofisticato con olio di tè o olio sintetico (Semeraro, 2011); inoltre, un’ulteriore 
incremento fu dovuto alla scoperta che si poteva ottenere un falso olio di oliva, indistinguibile 
dall’olio di oliva genuino, combinando la glicerina con certi acidi grassi, i “grassetti”, ricavati 
da grassi animali di basso costo, come l’olio di piedi di cavallo o di asino, che l’Italia 
importava per usi industriali e che avevano composizione simile a quella degli acidi grassi 
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dell’olio di oliva. Per questo motivo, nel 1953 un decreto aveva imposto agli importatori di 
addizionare ai “grassetti” un denaturante, il nitrobenzolo, che però poteva essere facilmente 
eliminato. Un articolo apparso su “L’Espresso” del 22 giugno 1958 col titolo: “L’asino nella 
bottiglia”, raccontò questa poco edificante storia del miracolo italiano. Altre frodi 
riguardavano la pasta, che veniva prodotta con farina di grano tenero con l’addizione di colla 
di pesce per la tenuta in fase di cottura; invece il vino veniva addizionato di zuccheri per 
aumentarne la gradazione alcolica e addirittura negli anni ’80 scoppiò lo scandalo del vino al 
metanolo, con molte persone intossicate ed alcuni decessi (Nebbia, 2007). Negli anni 
successivi si sono succedute moltissime frodi, come ad esempio l’uso fraudolento di 
anabolizzanti negli allevamenti bovini per aumentarne le performances produttive o l’impiego 
di solfiti o nitrati come stabilizzatori del colore rosso delle carni macinate, con conseguenti 
ripercussioni sul settore carne; fino ad arrivare ad uno dei più grandi scandali dei giorni nostri 
con l’intossicazione di 53.000 bambini cinesi dovuta all'ingestione di latte in polvere 
adulterato con melanina (La Repubblica 2009). Infine ancora più recente è stato lo scandalo 
del 2013 del ritrovamento in Irlanda di carne di cavallo in hamburger di manzo. Questo 
scandalo è stato svelato dalla Autorità per la sicurezza alimentare dell'Irlanda (FSAI) che 
lavora a stretto contatto con la comunità scientifica irlandese e con le istituzioni internazionali 
come la European Food Safety Authority e la World Health Organization. Il ruolo principale 
della FSAI è quello di garantire la sicurezza degli alimenti che vengono prodotti e consumati 
in Irlanda e di tutelare gli interessi dei consumatori imponendo una etichettatura degli alimenti 
più chiara e veritiera possibile. La FSAI nel 2013, dopo un'indagine durata 2 mesi sulla 
autenticità dei prodotti di carne bovina, ha pubblicato i suoi risultati dimostrando la presenza 
di carne di cavallo, grazie al rilevamento di tracce di DNA di cavallo, in hamburger congelati 
di carne bovina prodotti in Irlanda. Tale scandalo si è propagato anche a livello europeo e 
questo ha fatto si che la fiducia dei Consumatori nei confronti dei prodotti carnei, trasformati 
e no, si sia notevolmente ridotta. Questo perché, oltre al danno commerciale dovuto alla 
sostituzione di un tipo di carne pregiata con una meno pregiata, i consumatori inglesi erano 
disgustati dall'idea di aver mangiato carne di cavallo in quanto esso viene considerato a tutti 
gli effetti un animale da compagnia e da usare nelle competizioni; infatti il Regno Unito già 
dalla prima metà del Novecento ha bandito la carne equina dalle sue tavole 
(http://www.ilfattoquotidiano.it/2013/01/18/regno-unito-disgustato-trovata-carne-di-cavallo-
negli-hamburger/472811/). Per quanto riguarda poi l'aspetto sanitario veniva avallata l'ipotesi 
di utilizzo di carne proveniente da cavalli sportivi o da corsa sottoposti a trattamenti 
farmacologici e per i quali non erano stati rispettati i tempi di sospensione; questa ipotesi è 
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stata confermata dal ritrovamento di fenilbutazone (un antinfiammatorio comunemente usato 
in questa categoria di cavalli). La conseguenza più immediata di questo scandalo è stata un 
forte calo della vendita dei piatti pronti e un concomitante aumento del commercio dei 
macellai tradizionali (O'Mahony, 2013). 
In conclusione possiamo affermare che le frodi alimentari seguono l'evoluzione tecnologico-
scientifica dei mercati, infatti oggi ci troviamo a fronteggiare tipi di frode un tempo 
impensabili. 
In un certo senso è lo stesso consumatore, con le sue esigenze, ad alimentare le frodi in quanto 
non accetta le caratteristiche di prodotti che sarebbero più naturali (Semeraro, 2011). A tale 
proposito, oltre ad un efficiente sistema di controllo istituito dalle autorità competenti, sarebbe 
opportuno intraprendere anche un programma di educazione alimentare rivolto ai consumatori 
in modo tale da combattere le frodi. 
 
1.2. FRODE ALIMENTARE 
 
In senso generico, con il termine “frode alimentare” si indica la produzione, detenzione, 
commercio, vendita o somministrazione di alimenti non conformi alle leggi vigenti 
(Semeraro, 2011). Il termine frode alimentare viene anche utilizzato come termine generico 
per indicare la deliberata e intenzionale sostituzione, addizione, manomissione o falsa e/o 
fuorviante dichiarazione di alimenti, al fine di avere un guadagno economico (Spink e Moyer, 
2011a). 
Le frodi alimentari possono essere divise in due tipologie: 
 frodi sanitarie, dette anche frodi tossiche, in quanto rappresentano una minaccia per la 
salute del consumatore; 
 frodi commerciali, le quali danneggiano gli interessi economici del consumatore senza 
rappresentare necessariamente un rischio per la sua salute. 
A seconda della tipologia di frode, commerciale o sanitaria, si possono avere conseguenze 
d’ordine giuridico e sanzionatorio diverse. 
Inoltre, in base agli effetti esercitati sulla composizione e/o sugli aspetti esteriori 
dell’alimento, distinguiamo: frodi sulla qualità intrinseca del prodotto e frodi riguardanti la 
commercializzazione degli alimenti. 
Le frodi sulla qualità intrinseca del prodotto sono: 
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 Alterazioni: sono modifiche della composizione e dei caratteri organolettici degli 
alimenti causate da fenomeni degenerativi dovuti ad una cattiva o prolungata 
conservazione (esempio del latte fresco venduto cagliato). 
 Adulterazioni: sono modifiche della naturale composizione di un prodotto alimentare, 
dovute ad un'aggiunta o una sottrazione, volontaria e non dichiarata, di alcuni 
componenti, allo scopo di ottenere un guadagno economico (esempio del latte 
scremato o parzialmente scremato venduto per latte intero). L'adulterazione, in alcuni 
casi, è una frode con riflessi negativi sia di tipo commerciale che nutrizionale; in altri 
casi può esporre il consumatore a rischi per la salute dovute al manifestarsi di reazioni 
allergiche. 
 Sofisticazioni: sono modifiche volontarie della naturale composizione di un prodotto 
alimentare mediante l’aggiunta di sostanze estranee, o la sostituzione di uno o più 
elementi propri dell’alimento con sostanze di qualità e valore inferiore, o mediante 
l’aggiunta di sostanze chimiche non consentite dalle leggi, al fine di migliorarne 
l’aspetto o per coprirne i difetti (esempio dell'aggiunta di solfiti nelle carni per 
ravvivarne il colore). 
Le frodi riguardanti la commercializzazione degli alimenti sono: 
 Falsificazioni: sono operazioni fraudolente che consistono nella sostituzione di un 
alimento per un altro (esempio del pesce di valore scadente venduto per pesce 
pregiato). 
 Contraffazioni: sono azioni fraudolente finalizzate a far apparire un alimento diverso 
da come è nella sua costituzione o a creare un prodotto ex novo apparentemente simile 
a quello reale. Questa pratica può essere ricondotta all’adulterazione o alla 
sofisticazione (esempio del vendere un prodotto scongelato per fresco oppure un 
comune formaggio venduto come parmigiano reggiano). In questi casi l’inganno può 
essere esplicito, quando l’etichetta dichiara il falso, o implicito, quando il tipo di 
confezione, la forma, il marchio, pur in assenza di una dichiarazione di falso, possono 
confondere il consumatore. Vengono, in tal caso, sfruttati i vantaggi commerciali che 
un marchio noto può dare. Oltre al danno economico per le aziende che fabbricano il 
prodotto originale e per il consumatore che acquista un prodotto con un controvalore 
inferiore al prezzo pagato, in qualche caso può configurarsi il reato di frode sanitaria, 
in quanto i prodotti, frutto di falsificazioni, spesso sono fabbricati senza il rispetto 
delle norme igienico sanitarie (Semeraro, 2011). 
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1.2.1. FATTORI CHE HANNO INFLUENZATO LA DIFFUSIONE DELLE FRODI 
ALIMENTARI 
Le cause che hanno portato alla realizzazione e alla diffusione delle frodi in campo alimentare 
sono numerose e tra le più importanti ricordiamo: 
 il desiderio di ottenere un rapido profitto; 
 la globalizzazione del mercato che ha portato all'immissione di merci non sempre 
convenzionali, provenienti soprattutto da paesi lontani, che facilmente sono soggette 
ad adulterazioni o contraffazioni o vengono impiegate per sostituire prodotti 
“nostrani”; 
 l'evoluzione delle conoscenze scientifiche e tecnologiche che hanno consentito la 
messa a punto di nuove metodiche per rallentare, inibire o mascherare eventuali 
condizioni indesiderate dell’alimento o conferire allo stesso caratteristiche che in 
realtà non possiede; 
 la pubblicizzazione e la diffusione dei prodotti cosiddetti tradizionali che si sono 
assicurati una buona fetta di mercato che ha generato un aumento dei loro prezzi e 
della loro domanda a cui è corrisposta l’immissione di prodotti fraudolentemente di 
basso valore spacciati per i prodotti tradizionali di ben più alto valore; 
 la complessità delle normative in campo alimentare, di difficile comprensione ed 
interpretazione, che in alcuni casi ha indotto l’OSA (operatore del settore alimentare) 
ad aggirarle, e quindi ad agire contro legge, nella speranza che il suo operato passi 
inosservato, senza però, curarsi delle possibili ripercussioni negative che tale 
comportamento potrebbe avere sulla salute del consumatore; la difficoltà nel 
reperimento di materie prime idonee che spesso vengono sostituite da quelle di minor 
pregio o di diversa origine (Semeraro, 2011). 
 
1.3. ESEMPI DI FRODE NELLE VARIE FILIERE ALIMENTARI 
 
Le frodi sono molto diffuse nei vari settori alimentari e attualmente, come dimostrano gli 
scandali avvenuti e alcuni studi effettuati, risultano essere in crescita e in continua espansione 
(Armani et al., 2012a, Spink e Moyer, 2011; Galimberti et al., 2013); Molto spesso si parla di 
filiera perché le frodi non interessano soltanto le materie prime, come la carne od il pesce, ma 
anche tutti i prodotti che si possono ottenere dalla trasformazione di quest'ultime. 
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1.3.1. FILIERA DELLA CARNE 
Le frodi più frequenti in questa filiera riguardano la vendita di: 
 carni contenenti sostanze non consentite (ormoni) o in quantità superiori a quelle 
consentite; 
 carni di animali appartenenti a categorie diverse da quelle dichiarate sull'etichetta (es. 
bovino adulto per vitello); 
 carni meno pregiate spacciate per tagli di maggior pregio (es. girello per filetto); 
 carni trattate con additivi o con sostanze coloranti per mascherare uno stato di 
alterazione; 
 insaccati dichiarati prodotti contenenti carni di una sola specie (es. suina), ma 
contenenti carni di più specie animali meno costose, come pollo e tacchino; 
 prodotti di scarso valore come prodotti a marchio DOP (es. prosciutti generici 
commercializzati come prosciutti di Parma); 
 carni macinate con costituenti diversi dal tessuto muscolare, come ad esempio grasso e 
tessuto connettivo ed eventualmente tessuti di scarto (Semeraro, 2011). 
 
1.3.2. FILIERA ITTICA 
Le frodi nella filiera ittica consistono principalmente nella fornitura al consumatore di un 
prodotto diverso da quello che in realtà si aspetta. Oltre alle informazioni false riportate in 
etichetta, tali frodi spesso si avvalgono di falsificazioni documentali in ogni fase della catena 
produttiva (Stiles et al. 2013); infatti il complesso percorso seguito dai prodotti ittici aumenta 
il rischio di frodi. 
Tra le frodi più frequenti nella filiera ittica, abbiamo la vendita di: 
 prodotti decongelati venduti come prodotti freschi; 
 prodotti di allevamento venduti come prodotti selvatici catturati in mare; 
 specie ittiche diverse da quelle dichiarate nell'etichetta; 
 prodotti trattati con additivi ,o altre sostanze, vietati oppure in concentrazioni 
superiore a quelle consentite (es. trattamento con anilina e ammoniaca per ravvivare il 
colore delle branchie; o l'utilizzo del monossido di carbonio per conferire al tonno una 
colorazione rosso vivo; oppure l'utilizzo di fosfati e polifosfati nel pesce fresco non 
lavorato per la loro azione che impedisce lo sviluppo microbico e per la capacità di 
trattenere l’acqua aumentandone il peso) (Semeraro, 2011). 
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1.4. QUADRO NORMATIVO A LIVELLO EUROPEO 
 
1.4.1.SICUREZZA ALIMENTARE ED IGIENE DEGLI ALIMENTI 
I numerosi scandali alimentari che si sono verificati in Europa negli ultimi decenni hanno 
messo in luce le gravi lacune presenti all'interno del sistema europeo di sicurezza alimentare. 
La libera circolazione di prodotti alimentari, sicuri e garantiti, è un principio essenziale del 
buon funzionamento del mercato interno europeo; da qui, viste inoltre le differenze esistenti 
tra le legislazioni del settore alimentare negli Stati membri, è nata la necessità di apportare 
un'importante innovazione alla legislazione comunitaria in materia di sicurezza alimentare in 
modo tale da avere una normativa comune per disciplinare i prodotti alimentari ed i mangimi 
per gli alimenti. 
Queste esigenze hanno portato la Commissione Europea ad emanare nel giro di pochi anni le 
seguenti normative: “Libro Verde sulla Sicurezza Alimentare” che risale al 30/04/1997, 
successivamente il “Libro Bianco sulla Sicurezza Alimentare” che risale invece al 10/2/2000; 
poi il Regolamento 178 del 2002; e infine il Pacchetto Igiene del 2004 ma che è entrato in 
vigore solo a partire dal 1/1/ 2006. 
I “Libri Verdi” sono documenti di riflessione, su un tema politico specifico, pubblicati dalla 
Commissione Europea. Sono prima di tutto documenti destinati a tutti coloro che partecipano 
al processo di consultazione e di dibattito. I punti principali su cui si basa il Libro Verde sono 
i seguenti: 
 garantire un elevato livello di tutela della salute e sicurezza pubblica e del 
consumatore; 
 garantire la libera circolazione delle merci nel mercato interno; 
 garantire che la legislazione si fondi prioritariamente su prove scientifiche e sulla 
valutazione del rischio; 
 attribuire la responsabilità principale della sicurezza dei prodotti alimentari 
all'industria, ai produttori e ai fornitori, mediante l'adozione di sistemi del tipo "analisi 
dei rischi e dei punti critici di controllo" (HACCP), che debbono essere integrati da un 
controllo ufficiale effettivo; 
 garantire che la legislazione sia coerente, razionale e comprensibile per l'utente; 
(http://ec.europa.eu/green-papers/index_it.htm). 
Il “ Libro bianco” è un documento ufficiale della Commissione Europea che di solito fa 
seguito ad un processo di consultazione promosso da un Libro Verde. La funzione principale 
del libro bianco è quella di proporre azioni comunitarie mirate ad un settore specifico. Al suo 
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interno la Commissione Europea propone un insieme di misure che consentono di organizzare 
la sicurezza alimentare in modo più coordinato e integrato, comprendente soprattutto: 
 la creazione di un'Autorità alimentare europea autonoma, incaricata di elaborare pareri 
scientifici indipendenti su tutti gli aspetti inerenti alla sicurezza alimentare, alla 
gestione di sistemi di allarme rapido e alla comunicazione dei rischi; 
 un quadro giuridico migliorato che copra tutti gli aspetti connessi con i prodotti 
alimentari, "dalla fattoria alla tavola"; 
 sistemi di controllo più armonizzati a livello nazionale; 
 un dialogo con i consumatori e le altre parti coinvolte; (http://ec.europa.eu/white-
papers/index_it.htm). 
I punti previsti dal “Libro Bianco sulla sicurezza alimentare” sono stati successivamente 
ripresi e attuati dal Regolamento CE n. 178/2002 (legge quadro in materia di sicurezza 
alimentare). Gli aspetti più innovativi di tale regolamento sono i seguenti: 
 fornisce una nuova definizione di “alimento” o “prodotto alimentare” o “derrata 
alimentare”; 
 pone l’analisi del rischio quale base scientificamente fondata della legislazione 
alimentare e vieta l’immissione sul mercato di prodotti non sicuri; 
 assume il principio di precauzione come strumento politico di gestione del rischio; 
 stabilisce che non può essere immesso sul mercato un alimento “unsafe”, cioè 
pericoloso; 
 impone l’obbligo della rintracciabilità dei prodotti; 
 fissa le procedure di ritiro e richiamo di alimenti e mangimi; 
 istituisce l’Autorità Europea per la Sicurezza Alimentare (EFSA); 
 istituisce, sotto forma di rete, un sistema di allerta ( RASFF). 
Le finalità di questo regolamento sono quelle di garantire un elevato livello di tutela della 
salute umana e degli interessi dei consumatori assicurando la lealtà delle transazioni 
commerciali e consentendo, ai consumatori, di compiere scelte consapevoli in relazione agli 
alimenti consumati. 
A supporto del Reg. 178/02, nel 2004 sono stati emanati i regolamenti che fanno parte del 
cosiddetto Pacchetto Igiene, entrati in vigore al partire dal 1/1/2006, che dettano le norme per 
tutte le fasi del processo produttivo. 
Il pacchetto igiene si applica alla produzione vegetale (sia primaria che trasformazione), 
animale (sia primaria che trasformazione) e a quella dei mangimi. 
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Il Pacchetto igiene è costituito da 4 regolamenti principali (852/2004 e 853/2004 che sono 
destinati agli OSA; 854/2004 e 882/2004 che sono invece destinati all'Autorità Competente), 
ma in realtà fanno parte del pacchetto igiene anche: 
-la Direttiva 41/2004/CE del Parlamento Europeo e del Consiglio che abroga alcune direttive 
recanti norme sull'igiene dei prodotti alimentari e le disposizioni sanitarie per la produzione e 
la commercializzazione di determinati prodotti di origine animale destinati al consumo 
umano; 
- il Regolamento (CE) 183/2005 del Parlamento Europeo e del Consiglio che stabilisce i 
requisiti per l’igiene dei mangimi; 
-il Regolamento (CE) n. 2073/2005 della Commissione sui criteri microbiologici applicabili ai 
prodotti alimentari; 
-il Regolamento (CE) n. 2074/2005 della Commissione recante modalità di attuazione relative 
a taluni prodotti di cui al reg. (CE) n. 853/2004 e all'organizzazione di controlli ufficiali a 
norma dei reg.(CE) n. 854/2004 e (CE) n. 882/2004, deroga al reg. (CE) n. 852/2004 e 
modifica dei reg.(CE) n. 853/2004 e (CE) n. 854/2004; 
- il Regolamento (CE) n. 2075/2005 della Commissione recante norme specifiche applicabili 
ai controlli ufficiali relativi alla presenza di Trichine nelle carni; 
Il Regolamento CE 852/2004 del Parlamento europeo e del Consiglio stabilisce norme 
generali sull’igiene dei prodotti alimentari destinate agli operatori del settore alimentare 
(OSA), tenendo conto dei seguenti principi: 
 la responsabilità per la sicurezza degli alimenti è attribuita all'operatore del settore 
alimentare(OSA); 
 la sicurezza deve essere garantita lungo tutta la filiera alimentare, a partire dalla 
produzione primaria attraverso tutte le fasi di trasformazione e distribuzione e fino al 
consumatore, con particolare riferimento al mantenimento della catena del freddo e 
all’applicazione generalizzata di una corretta prassi igienica oltre che di procedure 
basate sui principi del sistema HACCP; 
 gli operatori possono utilizzare dei manuali di corretta prassi operativa e igienica, di 
cui viene riconosciuta l’importanza e incoraggiata la diffusione; 
 è necessario stabilire criteri microbiologici e requisiti in materia di controllo delle 
temperature sulla base di una valutazione scientifica dei rischi; 
 gli alimenti importati da Paesi Terzi devono rispondere almeno agli stessi standard 
igienici stabiliti nella Comunità Europea, o a norme equivalenti. 
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Tale regolamento non si applica: 
 alla produzione primaria per uso domestico privato; 
 alla preparazione, manipolazione e conservazione domestica di alimenti destinati al 
consumo domestico privato; 
 alla vendita diretta di piccole quantità di prodotti primari dal produttore al 
consumatore o a dettaglianti locali; 
 alle imprese di produzione di materie prime come gelatina alimentare o collagene. 
Il Regolamento CE 853/2004 del Parlamento europeo e del Consiglio stabilisce norme 
specifiche in materia di igiene per gli alimenti di origine animale, che integrano quelle 
previste dal Regolamento CE 852 /2004, destinate agli operatori del settore alimentare (OSA). 
Il presente regolamento si applica: 
 ai prodotti di origine animale trasformati e non; 
 alla produzione, trasformazione e deposito di prodotti di origine animale; 
 al commercio al dettaglio di prodotti di origine animale quando le operazioni sono 
svolte allo scopo di fornire altri stabilimenti. 
Tale regolamento non si applica invece : 
 ai casi già previsti dal Regolamento 852/04 (produzione primaria per uso domestico 
privato; preparazione, manipolazione e conservazione domestica di alimenti destinati 
al consumo domestico privato; vendita diretta di piccole quantità di prodotti primari 
dal produttore al consumatore o a dettaglianti locali; imprese di produzione di materie 
prime come gelatina alimentare o collagene); 
 agli alimenti che contengono sia prodotti di origine vegetale sia trasformati di origine 
animale; 
 alla fornitura diretta di piccoli quantitativi di carni provenienti da pollame e lagomorfi 
macellati nell’azienda di produzione primaria su richiesta del consumatore finale o 
degli esercizi di commercio al dettaglio o di somministrazione a livello locale; 
 ai cacciatori che forniscono piccoli quantitativi di selvaggina selvatica o di carne di 
selvaggina selvatica direttamente al consumatore o agli esercizi di commercio al 
dettaglio o di somministrazione a livello locale che riforniscono il consumatore finale; 
Il Regolamento stabilisce quanto segue: 
 gli stabilimenti di produzione devono soddisfare i requisiti della legislazione 
nazionale; 
 gli stabilimenti adibiti alle lavorazioni di prodotti animali devono essere riconosciuti 
dalle autorità nazionali competenti. Tale obbligo non si applica agli stabilimenti che 
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esercitano unicamente attività di produzione primaria, trasporto, magazzinaggio di 
prodotti che non vanno stoccati a temperatura controllata; 
 i prodotti di origine animale, nei casi previsti, devono essere sempre contrassegnati da 
un apposito bollo sanitario/ marchiatura di identificazione apposto ai sensi del 
Regolamento 854/04; 
 devono essere redatti elenchi di Paesi Terzi dai quali sono consentite le importazioni 
di prodotti animali; 
 vengono determinate le condizioni di lavorazione, stoccaggio, trasporto dei diversi tipi 
di prodotti di origine animale, fornendo precise indicazioni anche sulle temperature a 
cui tali operazioni devono essere effettuate. 
Il Regolamento CE 854 del 2004 del Parlamento europeo e del Consiglio stabilisce norme 
specifiche, per l’organizzazione di controlli ufficiali sui prodotti di origine animale destinati al 
consumo umano, rivolte alle Autorità Competenti. 
Il presente regolamento stabilisce: 
 che vengano effettuati “Audit” di buone prassi igieniche (che verificano il rispetto 
delle procedure degli OSA per quanto riguarda: l’igiene delle attrezzature e del 
personale; la formazione in materia di igiene e di procedure di lavoro; la manutenzione 
dei locali e delle attrezzature; la lotta contro i parassiti; la qualità dell’acqua, il 
controllo delle temperature e dei prodotti alimentari in entrata e in uscita dallo 
stabilimento) e “Audit” con procedure basate su HACCP (che mirano a garantire: la 
conformità dei prodotti di origine animale ai criteri microbiologici comunitari; la 
conformità alla normativa comunitaria su residui, contaminanti e sostanze proibite; e 
l’assenza di pericoli fisici quali corpi estranei); 
 i requisiti per il riconoscimento degli stabilimenti da parte delle Autorità competenti; 
 i compiti e responsabilità del veterinario ufficiale nel controllo delle carni fresche ; 
 le modalità e la frequenza dei controlli da parte delle Autorità competenti riguardo ai 
seguenti alimenti di origine animale: molluschi e bivalvi vivi, prodotti della pesca, 
latte crudo e prodotti lattiero-caseari; 
 il regime sanzionatorio per chi non rispetta gli obblighi fissati dal Regolamento stesso; 
 il completamento delle regole per l'importazione di prodotti di origine animale da 
Paesi terzi stabilite dal Regolamento CE 853/2004. 
Il Regolamento CE 882 del 2004 del Parlamento europeo e del Consiglio relativo ai controlli 
ufficiali intesi a verificare la conformità alla normativa in materia di mangimi e di alimenti e 
alle norme sulla salute e sul benessere degli animali. 
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Tale Regolamento è rivolto alle Autorità Competenti e mira ,attraverso i controlli ufficiali, 
non solo a prevenire, ridurre o eliminare ogni rischio sia per la salute umana che animale, ma 
anche a garantire pratiche commerciali leali e a tutelare gli interessi dei consumatori. 
Il presente regolamento stabilisce: 
 obblighi per i Paesi comunitari e scopi dei controlli ufficiali in materia di mangimi e 
alimenti; 
 criteri operativi per le Autorità competenti designate dai Paesi Membri per tali 
controlli; 
 accessibilità delle informazioni di pubblico interesse; 
 tutela delle informazioni soggette a segreto professionale; 
 attività, metodi e tecniche di controllo; 
 requisiti dei metodi di campionamento e di analisi; 
 elaborazione di misure da attuare qualora i controlli rivelino rischi per la salute 
dell'uomo o degli animali; 
 principi di assistenza e cooperazione amministrativa tra Paesi Membri e Paesi terzi; 
 istituzione di Laboratori comunitari a cui i Laboratori nazionali facciano riferimento 
nella loro attività; 
 principi per la predisposizione e l’elaborazione di Piani nazionali di controllo. 
 
1.5. LA RINTRACCIABILITÀ DEGLI ALIMENTI 
 
Una delle più importanti novità introdotte dall'Art.18 del Regolamento 178/2002 è l’obbligo 
dal 1 gennaio 2005 dell’adozione di un sistema di “rintracciabilità”. Quest'ultima è intesa 
come: “la possibilità di ricostruire e seguire il percorso di un alimento, di un mangime, di un 
animale destinato alla produzione alimentare o di una sostanza destinata o atta ad entrare a 
far parte di un alimento o di un mangime attraverso tutte le fasi della produzione, della 
trasformazione e della distribuzione”. La rintracciabilità è già stata presa in considerazione a 
partire dal 1991 con il Reg. CEE n. 2092/1991 relativo ai metodi di produzione biologica, e 
successivamente nel comparto ittico con il Reg. CE n. 104/2000; il Reg. CE n. 178/2002 ha 
tuttavia il merito di avere esteso l’obbligo di rintracciabilità a tutti i prodotti alimentari, 
compresi i mangimi, in un’ottica legislativa orizzontale. Tutti gli operatori della filiera devono 
dunque essere in grado di identificare i fornitori e i clienti diretti dei loro prodotti e devono 
dotarsi di sistemi e procedure che consentano di mettere a disposizione delle autorità 
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competenti, qualora venga loro richiesto, tutte le informazioni al riguardo, in previsione di 
idonee procedure per il ritiro dal mercato di alimenti e mangimi a rischio. 
 
1.5.1. TRACCIABILITA' E RINTRACCIABILITA' 
La tracciabilità e la rintracciabilità sono state introdotte con lo scopo di rendere il più 
trasparente possibile il processo di produzione, trasformazione e distribuzione dei prodotti 
alimentari. 
I termini "tracciabilità" e "rintracciabilità" vengono spesso utilizzati come sinonimi, ma più 
correttamente si tratta di due processi speculari e distinti. 
La tracciabilità (tracking) è il processo che segue il prodotto da monte a valle della filiera in 
modo che, ad ogni stadio attraverso cui passa, vengano lasciate opportune tracce 
(informazioni). 
La rintracciabilità (tracing) è il processo inverso, che deve essere in grado di raccogliere le 
informazioni precedentemente rilasciate. 
Nel primo caso, il compito principale è quello di stabilire quali agenti e quali informazioni 
debbano “lasciare traccia". Nel secondo caso, si tratta principalmente di evidenziare lo 
strumento tecnico più idoneo a rintracciare queste "tracce". 
(http://www.agricoltura.regione.lazio.it/binary/agriweb/agriweb_normativa/all_det_C0621_06
_03_07.1187865742.pdf). 
La tracciabilità risulta dunque importantissima per far conoscere al consumatore l'origine 
della materia prima; la rintracciabilità invece è di fondamentale importanza per garantire la 
sicurezza alimentare, in quanto in caso di allarme ci permette di arrivare subito e bloccare la 
fonte del danno(http://www.movimentoconsumatori.it/contents.asp?id=235). 
 
1.5.2. OBBLIGHI DEGLI OPERATORI DEL SETTORE ALIMENTARE (OSA) 
Il Regolamento CE 178/2002 attribuisce per la prima volta agli Operatori del Settore 
Alimentare (OSA) la responsabilità primaria di garantire la conformità dei prodotti alla 
legislazione applicabile. 
L’OSA diventa dunque giuridicamente responsabile della conformità igienico-sanitaria degli 
alimenti che produce. Egli deve applicare tale legislazione in tutte le fasi della filiera, ovvero 
durante la produzione, la trasformazione, il trasporto, la distribuzione e la fornitura degli 
alimenti. Se inoltre un operatore ritiene che un alimento sia nocivo per la salute dell’uomo o 
degli animali, deve avviare immediatamente le procedure di ritiro dal mercato, informandone 
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le autorità competenti e, laddove il prodotto possa già essere arrivato al consumatore, esso ne 
deve informare i consumatori ed essere in grado di richiamare i prodotti già forniti. 
 
1.6. L'ETICHETTATURA DEGLI ALIMENTI 
L'etichettatura rappresenta un importante strumento per tutelare la salute e gli interessi del 
consumatore nonché la carta di identità del prodotto. Infatti, attraverso di essa, l’operatore che 
immette in commercio il prodotto informa il consumatore sulle caratteristiche e particolarità 
dell’alimento, con l'obiettivo di fornire un'informazione corretta e trasparente, senza indurre 
in errore il consumatore. 
Le principali finalità dell'etichettatura sono le seguenti: 
 fornire una corretta informazione delle caratteristiche del prodotto; 
 non indurre in inganno il consumatore sulle caratteristiche e/o proprietà che il prodotto 
non possiede; 
 valutare correttamente il rapporto tra qualità del prodotto e il prezzo di vendita; 
 garantire la correttezza delle operazioni commerciali nonché la libera circolazione dei 
prodotti alimentari sui mercati comunitari e internazionali; 
 promuovere commercialmente il prodotto. 
Nella legislazione comunitaria il concetto di etichettatura è stato trattato per la prima volta 
con la Direttiva 79/112/CEE “relativa al ravvicinamento delle legislazioni degli Stati membri 
concernenti l'etichettatura e la presentazione dei prodotti alimentari destinati al consumatore 
finale, nonché la relativa pubblicità”; tale direttiva è stata modificata dalle Direttive 
89/395/CEE e 89/396/CEE, le quali sono state recepite in Italia con il Decreto Legislativo 
109/1992 che ha abrogato “tutte le disposizioni in materia di etichettatura, di presentazione e 
di pubblicità dei prodotti alimentari e relative modalità, diverse o incompatibili con quelle 
previste dal decreto, ad eccezione di quelle contenute nei regolamenti comunitari e nelle 
norme di attuazione di direttive comunitarie relative a singole categorie di prodotti”. In 
questo Decreto si definisce “l’etichettatura come l’insieme delle menzioni, delle indicazioni, 
delle immagini o dei simboli che si riferiscono al prodotto alimentare e che figurano 
direttamente nell’imballaggio o su un’etichetta appostavi o sul dispositivo di chiusura o su 
cartelli, anelli o fascette legati al prodotto medesimo” Viste le consistenti modifiche 
apportate alla Direttiva 79/112/CEE si è deciso di pubblicare una nuova Direttiva, la 
2000/13/CE, recepita a livello nazionale con il Decreto Legislativo 181/2003. Tale direttiva 
fondamentalmente non ha fatto altro che modificare il D.Lgs. 109/92 pur confermandolo 
come legge quadro in materia di etichettatura. 
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Infine un'ulteriore evoluzione della normativa in materia di etichettatura si è avuta con la 
pubblicazione del Regolamento UE 1169/2011, il quale stabilisce nuove regole per 
l'etichettatura degli alimenti ed armonizza in tutti gli Stati membri, i principi sull'informazione 
al consumatore; in modo tale che le informazioni presenti sull'etichetta siano “precise, 
semplici, comprensibili, normalizzate e non contestabili” (Fugaro et al., 2011). Tale 
Regolamento è composto da 55 articoli e descrive in maniera precisa e dettagliata quali 
devono essere le indicazioni da seguire nella redazione delle etichette; consta inoltre di 15 
allegati che oltre a fornire indicazioni estremamente dettagliate su come deve essere una 
etichetta, forniscono anche essenziali informazioni di educazione alimentare. 
Lo scopo del presente regolamento è quello di riordinare la normativa comunitaria in modo 
tale da renderla più chiara e di facilitarne pertanto l'attuazione. 
Gli articoli del Regolamento UE 1169/2011 che hanno maggiore importanza sono: 
 Art. 1 - Oggetto e ambito di applicazione: “Il presente regolamento si applica agli 
operatori del settore alimentare in tutte le fasi della catena alimentare quando le loro 
attività riguardano la fornitura di informazioni sugli alimenti ai consumatori. Si 
applica a tutti gli alimenti destinati al consumatore finale, compresi quelli forniti 
dalle collettività, e a quelli destinati alla fornitura delle collettività”. 
 Art. 7 – Pratiche leali di informazione: “Le informazioni sugli alimenti devono essere 
precise, chiare e facilmente comprensibili e non devono indurre in errore il 
consumatore”. 
 Art. 8 – Responsabilità: “L’operatore del settore alimentare responsabile delle 
informazioni sugli alimenti è l’operatore con il cui nome o con la cui ragione sociale 
è commercializzato il prodotto o, se tale operatore non è stabilito nell’Unione, 
l’importatore nel mercato del l’Unione. Gli operatori del settore alimentare, 
nell’ambito delle imprese che controllano, assicurano e verificano la conformità ai 
requisiti previsti dalla normativa in materia di informazioni sugli alimenti e dalle 
pertinenti disposizioni nazionali attinenti alle loro attività. 
 Art. 9 – Elenco delle Indicazioni obbligatorie per gli alimenti preimballati (cioè 
imballati direttamente dal produttore): a) la denominazione dell’alimento; b) l’elenco 
degli ingredienti; c) qualsiasi ingrediente o coadiuvante tecnologico che provochi 
allergie o intolleranze usato nella fabbricazione o nella preparazione di un alimento e 
ancora presente nel prodotto finito; d) la quantità di taluni ingredienti o categorie di 
ingredienti; e) la quantità netta dell’alimento; f) il termine minimo di conservazione o 
la data di scadenza;g) le condizioni particolari di conservazione e/o le condizioni 
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d’impiego; h) il nome o la ragione sociale e l’indirizzo dell’operatore del settore 
alimentare responsabile dell’etichettatura; i) il paese d’origine o il luogo di 
provenienza ove previsto (Art. 26 – Paese d’origine o luogo di Provenienza); j) le 
istruzioni per l’uso, per i casi in cui la loro omissione renderebbe difficile un uso 
adeguato dell’alimento; k) per le bevande che contengono più di 1,2 % di alcol in 
volume, il titolo alcolometrico volumico effettivo; l) una dichiarazione nutrizionale. 
 Art. 44 – Disposizioni per gli alimenti non preimballati (cioè che vengono imballati 
direttamente sul luogo di vendita): “devono riportare obbligatoriamente in etichetta 
qualsiasi ingrediente o coadiuvante tecnologico che provochi allergie o intolleranze 
usato nella fabbricazione o nella preparazione di un alimento e ancora presente nel 
prodotto finito. Per tutte le altre indicazioni, spetta agli Stati membri definire quali 
informazioni debbano essere menzionate obbligatoriamente”. 
 
1.6.1. L'ETICHETTATURA DEI PRODOTTI ITTICI 
Il crescente interesse dei consumatori nei confronti degli aspetti igienico-sanitari dei prodotti 
alimentari unita alla esigenza di qualificare e valorizzare i prodotti della pesca e 
dell'acquacoltura a livello comunitario ha portato all'elaborazione, da parte della Comunità 
Europea, di normative aventi come punto principale l'etichettatura dei prodotti ittici. 
In particolare, per quanto riguarda la legislazione in materia di etichettatura dei prodotti ittici 
il primo atto legislativo in materia è stato il Regolamento (CE) 104/2000 del Consiglio del 17 
dicembre 1999 “relativo all’organizzazione comune dei mercati nel settore dei prodotti della 
pesca e dell’acquacoltura”. Tale Regolamento stabiliva che per la commercializzazione, in 
tutti i paesi facenti parte della Comunità Europea, dei prodotti ittici (freschi, refrigerati, 
congelati, secchi, salati o in salamoia) fosse necessaria un' ”indicazione” o un'”etichetta” 
contenente la denominazione commerciale della specie , il metodo di produzione e la zona di 
cattura. 
Il Regolamento (CE) n. 2065/2001 della Commissione del 22 ottobre 2001 definiva le 
modalità di attuazione del Regolamento (CE) 104/2000. Questi Regolamenti sono stati 
recepiti in Italia con il Decreto MIPAF (Ministero delle Politiche Agricole e Forestali) del 27 
marzo 2002 “Etichettatura dei prodotti ittici e sistema di controllo”. Successivamente tale 
Regolamento è stato modificato ed integrato da altri regolamenti, tra i quali i più importanti 
sono: il Regolamento CE 1224/2009 che istituisce un regime di controllo comunitario per 
garantire il rispetto delle norme della politica comune della pesca, il Regolamento CE 
404/2011 recante modalità di applicazione del Regolamento 1224/2009; il Regolamento CE 
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1379/2013 relativo all'organizzazione comune dei mercati nel settore dei prodotti della pesca 
e dell'acquacoltura, recante modifica ai Regolamenti CE 1184/2006 e 1224/2009 e che 
abroga il Regolamento Ce 104/2000 e che ad oggi rappresenta il regolamento di riferimento 
per l’etichettatura dei prodotti ittici (ART.35); e infine il Regolamento CE 1420/2013 che 
abroga il Regolamento CE 2065/2001. 
Pertanto in base all’articolo 35 del Regolamento CE 1379/2013 l'etichetta dei prodotti ittici, 
fatta eccezione per le preparazioni di pesce, deve riportare le seguenti informazioni 
obbligatorie: 
 la denominazione commerciale della specie e il suo nome scientifico; 
  il metodo di produzione 
  la zona in cui il prodotto è stato catturato o allevato e la categoria di attrezzi da pesca 
usati nella cattura di pesci; 
  se il prodotto è decongelato; 
  il termine minimo di conservazione, se appropriato. 
Inoltre per tutti i prodotti ittici pre-imballati vigono le disposizioni all’Art. 9 del Regolamento 
1169/2011 in merito all’etichettatura dei prodotti alimentari. 
Per quanto riguarda la denominazione commerciale e scientifica della specie, ogni Stato 
Membro della Comunità Europea possiede un proprio elenco di denominazioni con le quali i 
prodotti ittici sono autorizzati a essere commercializzati sul proprio territorio. Tali 
denominazioni commerciali fanno riferimento ad una o più specie ittiche. In Italia il primo 
elenco ufficiale delle denominazioni delle specie ittiche di interesse commerciale è stato 
pubblicato nel Decreto MIPAF del 27 marzo 2002. Tale elenco, negli anni successivi, è stato 
sottoposto ad una serie di modifiche ed integrazioni a causa della progressiva introduzione di 
nuove specie ittiche, ma anche a causa del cambio delle denominazioni delle specie già 
presenti (Berrini et al., 2011). 
Le diciture che possono essere scritte sull'etichetta riguardo il metodo di produzione sono le 
seguenti: “pescato in mare”, “pescato in acque dolci”, “allevato”. 
Per quanto concerne l'indicazione della zona di cattura o di allevamento, varia in base alla 
categoria di prodotto ittico: 
 per i prodotti pescati in mare, è necessario indicare una delle zone di pesca stabilite 
dalla FAO specificate in tabella 
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Zona di cattura Definizione della zona 
Atlantico Nord-occidentale Zona FAO n. 21 
Atlantico Nord-orientale Zona FAO n. 27. 
Mar Baltico Zona FAO n. 27. III d 
Atlantico Centro-occidentale Zona FAO n. 34 
Atlantico Sud-occidentale Zona FAO n. 41 
Atlantico Sud-orientale Zona FAO n. 47 
Mar Mediterraneo Zona FAO n. 37.1, 37.2 
Mar Nero Zona FAO n. 37.4 
Oceano Indiano Zona FAO n. 51 e 57 
Oceano Pacifico Zona FAO n. 61, 67, 71, 77, 81, 87 
Atlantico Zona FAO n. 48, 58, 88 
 
 per i prodotti pescati in acque dolci è necessario indicare lo Stato Membro o il Paese 
terzo di origine del prodotto; 
 per i prodotti allevati, è necessario indicare lo Stato Membro di allevamento o il Paese 
terzo di allevamento in cui si è svolta la fase finale dello sviluppo del prodotto. 
Inoltre sull'etichetta va specificata la categoria di attrezzi da pesca usati nella cattura dei pesci, 
e nello specifico abbiamo: sciabiche, reti da traino, reti da imbrocco e reti analoghe, reti da 
circuizione e reti da raccolta, ami e palangari, draghe, nasse e trappole, come riportato 
nell’allegato III del Regolamento CE 1379/2013. 
 
1.6.2. L'ETICHETTATURA DEI MAMMIFERI E DEI VOLATILI 
All'inizio del nuovo millennio lo scandalo della BSE ha portato ad un consistente calo del 
consumo di carne bovina in quanto i consumatori temevano ripercussioni gravi per la loro 
salute. Questo problema ha portato la Comunità Europea ad istituire un sistema 
d’identificazione e registrazione dei bovini e un sistema di etichettatura delle carni bovine e 
dei prodotti a base di carne bovina previsto dal Regolamento (CE) n. 1760/00. 
Tale Regolamento dispone che sull'etichetta apposta sulle carni bovine siano presenti le 
seguenti informazioni obbligatorie: 
 numero di identificazione del singolo animale da cui provengono le carni, o il numero 
d’identificazione di un gruppo di animali; 
 lo Stato Membro o il Paese terzo di nascita; 
 lo Stato Membro o il Paese terzo in cui ha avuto luogo l’ingrasso; 
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 lo Stato Membro o il Paese terzo in cui ha avuto luogo la macellazione seguito dal 
numero di approvazione del macello 
 lo Stato Membro o il Paese terzo in cui ha avuto luogo il sezionamento, seguito dal 
numero di approvazione del laboratorio presso il quale sono stata sezionata la 
carcassa. 
Lo stesso Regolamento afferma inoltre che sull'etichetta possano essere presenti delle 
informazioni facoltative riguardo: 
 l'animale: razza, tipo genetico, incrocio, sesso, categoria, data di nascita, data di 
macellazione, peso carcassa, sistema di allevamento, tipo di alimentazione, numero 
progressivo di macellazione 
 la denominazione dell’azienda di nascita o allevamento, 
 il sistema di allevamento e alimentazione degli animali; 
 la macellazione: categoria, data di sezionamento, periodo di frollatura, denominazione 
del macello. 
Per quanto riguarda l'etichettatura delle carni suine ovi-caprine e volatili, è stabilita dal 
Regolamento 1337/2013 della Commissione che fissa le modalità di applicazione del 
Regolamento CE 1169/2011 del Parlamento europeo e del Consiglio per quanto riguarda 
l’indicazione del paese di origine o del luogo di provenienza delle carni fresche, refrigerate o 
congelate di animali della specie suina, ovina, caprina e di volatili. Con tale Regolamento è 
stato stabilito che l’etichetta di tali carni, destinate al consumatore finale o ad una collettività, 
deve contenere specifiche indicazioni riguardo al luogo di nascita, allevamento, macellazione. 
Per quanto riguarda l’origine deve essere indicata in etichetta il nome dello Stato Membro o 
Paese Terzo se l’animale è nato, allevato e macellato nello stesso Stato Membro o Paese 
Terzo. 
In particolare: 
 per gli ovini e i caprini, tale indicazione può essere utilizzata solo se l'animale ha 
trascorso almeno gli ultimi 6 mesi in quello Stato Membro o Paese Terzo, oppure se è 
stato macellato sotto i 6 mesi e ha trascorso l'intero periodo di allevamento in quello 
Stato Membro o Paese Terzo; 
 per gli ovini, invece, tale  indicazione può essere utilizzata solo se l'animale ha 
trascorso almeno l'ultimo mese in quello Stato Membro o Paese Terzo , oppure se è 
stato macellato sotto un mese di età ed ha trascorso l'intero periodo di ingrasso in 
quello Stato Membro o Paese Terzo ; 
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 per i suini, tale indicazione può essere utilizzata solo se l'animale viene macellato 
sopra i 6 mesi e ha trascorso almeno gli ultimi 4 mesi in quello Stato Membro o Paese 
Terzo ; se è entrato nello Stato Membro o Paese Terzo ad un peso inferiore ai 30 kg e 
macellato ad un peso superiore a 80 kg e, infine, se l'animale viene macellato ad un 
peso inferiore agli 80 kg e ha trascorso l'intero periodo di allevamento in quello Stato 
Membro o Paese Terzo 
Infine, per quanto riguarda l’allevamento e la macellazione va indicato in etichetta il nome 
dello Stato Membro o Paese Terzo in cui sono avvenute tali fasi. 
 
1.7 NORMATIVA NAZIONALE 
Il Codice penale riguarda i reati di pericolo concreto (nocività) commessi mediante frode 
sanitaria o commerciale (inganno e illecito profitto). 
Gli articoli del codice penale riguardanti le frodi commerciali sono: 
 l’art. 515 del C. P. che recita: “Chiunque, nell’esercizio di un’attività commerciale, 
ovvero in uno spaccio aperto al pubblico, consegna all’acquirente una cosa mobile 
per un’altra, ovvero una cosa mobile per origine, provenienza, qualità o quantità, 
diversa da quella dichiarata o patuita, è punito, qualora il fatto non costituisca un più 
grave delitto, con la reclusione fino a due anni o con la multa fino a 2.065 €”. 
 l’art. 516: vendita di sostanze alimentari non genuine come genuine. “Chiunque pone 
in vendita o mette altrimenti in commercio come genuine sostanze alimentari non 
genuine è punito con la reclusione fino a sei mesi o con la multa fino a € 1.032”. 
 l’art. 517: vendita di prodotti industriali con segni mendaci. “Chiunque pone in 
vendita o mette altrimenti in circolazione opere dell’ingegno o prodotti industriali, 
con nomi, marchi o segni distintivi nazionali o esteri, atti a indurre in inganno il 
compratore sull’origine, provenienza o qualità dell’opera o del prodotto, è punito se il 
fatto non è prevenuto come reato da altra disposizione di legge, con la reclusione fino 
ad un anno o con la multa fino a 20.000,00 €”. 
 l'art. 517 bis C.P., circostanza aggravante nel caso in cui il reato di cui all’art. 517 
abbia come oggetto alimenti o bevande la cui denominazione d’origine o le cui 
caratteristiche sono protette dalle norme vigenti. 
Gli articoli del codice penale che invece riguardano le frodi sanitarie sono: 
 l’art. 439 riguarda: l’avvelenamento di acque e di sostanze alimentari. “Chiunque 
avvelena acque o sostanze destinate all’alimentazione, prima che siano attinte o 
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distribuite per il consumo, è punito con la reclusione non inferiore a quindici anni”. 
“Se dal fatto deriva la morte di alcuno, si applica l’ergastolo”. 
 l’art. 440 riguarda il tema di: adulterazione e contraffazione di sostanze alimentari. 
“Chiunque corrompe o adultera acque o sostanze alimentari, prima che siano attinte 
o distribuite per il consumo, rendendole pericolose alla salute pubblica, è punito con 
la reclusione da tre a dieci anni. La stessa pena si applica a chi contraffa in modo 
pericoloso alla salute pubblica, sostanze alimentari destinate al commercio”. 
 l'art. 441: Adulterazione o contraffazione di altre cose in danno della pubblica salute. 
“Chiunque adultera o contraffa, in modo pericoloso alla salute pubblica, cose 
destinate al commercio, diverse da quelle indicate nell'articolo precedente, è punito 
con la reclusione da uno a cinque anni o con la multa non inferiore a € 1.309”. 
 l'art. 442 riguarda il commercio delle sostanze alimentari contraffatte o adulterate. 
“Chiunque, senza essere concorso nei reati preveduti dai tre articoli precedenti, 
detiene per il commercio, pone in commercio, ovvero distribuisce per il consumo 
acque, sostanze o cose che sono state da altri avvelenate, corrotte, adulterate o 
contraffatte in modo pericoloso alla salute pubblica, soggiace alle pene 
rispettivamente stabilite dai seguenti articoli”. 
 l'art. 444: Commercio di sostanze alimentari nocive. “Chiunque detiene per il 
commercio, pone in commercio ovvero distribuisce per il consumo sostanze destinate 
all’alimentazione, non contraffate ne adulterate, ma pericolose per la salute pubblica, 
è punito con la reclusione da sei mesi a tre anni e con la multa non inferiore a lire 
centomila. La pena è diminuita se la qualità nociva delle sostanze è nota alla persona 
che le acquista o le riceve”. 
 l'art. 452: Delitti colposi contro la salute pubblica. “Chiunque commette, per colpa, 
alcuno dei fatti preveduti dagli articoli 438, 439 è punito; 1) Con la reclusione da tre 
a dodici anni, nei casi per i quali le dette disposizioni stabiliscono con l’ergastolo. 2) 
Con la reclusione da uno a cinque anni, nei casi per i quali esse stabiliscono 
l’ergastolo. 3) Con la reclusione da sei mesi a tre anni nel caso in cui l’articolo 439 
stabilisce la pena della reclusione. Quando si è commesso per colpa, alcuno dei fatti 
preveduti dagli articoli 440, 441, 442, 443, 444, 445 si applicano le pene 
rispettivamente stabilite ridotte di un terzo a un sesto”. 
La Legge 283/62 sulla disciplina igienico-sanitaria della produzione e della vendita delle 
sostanze alimentari , all'art.5 sanziona le violazioni (reati di pericolo potenziale = pericolosità) 
quindi le condotte illecite di alterazione delle sostanze alimentari concernenti la genuinità 
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(cioè la composizione di una sostanza alimentare deve rispettare qualitativamente e 
quantitativamente i requisiti previsti dalla natura o dal disciplinare, e non deve contenere 
additivi vietatati) l’integrità (stabilità della composizione biologica-chimica-fisica) e la 
purezza (sostanza adatta al consumo umano dal punto di vista commerciale, merceologico, 
legislativo ed igienico-sanitario) dei prodotti alimentari; all'interno della stessa legge, all'Art 
2, è prevista la necessità della autorizzazione sanitaria oggi trasformata in DIA/SCIA per la 
registrazione /riconoscimento); inoltre all'Art 8 prevede l’etichettatura dei prodotti alimentari; 
e all'Art 13 prende in considerazione le pubblicità improprie ed ingannevoli. 
Nel 1999 con il D.Lgs n°507 del 30 dicembre ‘99 viene introdotto nel quadro normativo 
nazionale la “Depenalizzazione dei reati minori e riforma del sistema sanzionatorio” che porta 
il legislatore a trasformare le sanzioni penali in sanzioni di natura amministrativa. 
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CAPITOLO 2 
METODICHE IMPIEGATE PER INDIVIDUARE LE FRODI 
ALIMENTARI PER SOSTITUZIONE DI SPECIE 
 
L'Autorità Competente ha il dovere di garantire la sicurezza alimentare e tutelare gli interessi 
dei consumatori da eventuali frodi. 
Tuttavia negli ultimi anni questo compito è diventato più problematico a causa della 
diffusione nei mercati di prodotti sempre più complessi e trasformati. In particolare, nei 
prodotti di origine animale, in cui l'identificazione di specie risulta essere difficoltosa a causa 
del cambiamento di alcune caratteristiche quali la forma, le dimensioni e l’aspetto; ciò ha reso 
necessario lo sviluppo di nuove metodiche di laboratorio in quanto il semplice esame ispettivo 
non era più sufficiente per il riconoscimento di specie. 
Inizialmente sono stati messi appunto metodi basati sul riconoscimento delle proteine che 
sono stati poi soppiantati da metodiche più innovative ed efficienti basate sul riconoscimento 
di tratti specifici del DNA. 
 
2.1. METODI BASATI SUL RICONOSCIMENTO PROTEICO 
 
Fino a poco tempo fa per svelare le frodi in campo alimentare venivano impiegati 
prevalentemente metodi scientifici di tipo immunologico, elettroforetico o cromatografico. 
Questi metodi si basavano sul riconoscimento delle proteine; tuttavia quest'ultime risultano 
essere poco resistenti al calore in quanto vanno facilmente incontro a denaturazione, ciò 
comporta che tali metodi risultino essere poco efficienti se impiegati sui prodotti sottoposti a 
trattamenti termici, cosa assai frequente per molti prodotti a base di carne, di pesce, o lattiero-
caseari. 
 
2.1.1. ISOELETTROFOCALIZZAZIONE (IEF) 
E' un metodo che permette di separare le proteine sarcoplasmatiche (molecole idrosolubili) in 
base al loro punto isoelettrico (ossia il pH al quale la carica complessiva delle proteine è 
nulla) su un supporto solido costituito spesso da un gel di poliacrilammide o di agarosio. 
L’Isoelettrofocalizzazione si fonda sul principio che le proteine sarcoplasmatiche idrosolubili 
sono differenti per numero ed abbondanza nelle varie specie animali; questa differenza può 
essere evidenziata ponendole in un gel di poliacrilammide, sotto l’influenza di un campo 
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elettrico in modo tale che migrino in funzione della loro carica elettrica, fino a raggiungere il 
punto di neutralità (Righetti, 1988) e andando a formare bande colorate che sono specifiche 
per ogni specie. Infatti, il gel di poliacrilammide è costituito da un reticolo di maglie la cui 
dimensione permette una selettività in base al peso molecolare della proteina, cioè tanto più 
quest'ultime sono grandi, tanto più vengono rallentate nella loro migrazione; quindi la 
separazione elettroforetica non è altro che il risultato di due fenomeni: 
la migrazione delle molecole sotto l’azione di un campo elettrico a seconda della loro carica a 
un pH stabilito; 
la filtrazione di tali molecole attraverso le maglie del gel. 
L’analisi di IEF presenta un’alta risoluzione in quanto dopo che la proteina ha raggiunto il suo 
punto isoelettrico, se per qualsiasi ragione questa dovesse muoversi a destra o sinistra 
allontanandosi dal punto isoelettrico, essa assume nuovamente una carica e quindi viene 
nuovamente focalizzata (Arcangeli et al. 2007). 
I vantaggi di tale tecnica sono rappresentati da: 
 elevata risoluzione; 
 bande molto nette; 
 sensibilità elevata; 
 tempo necessario circa 2 ore. 
Gli svantaggi sono rappresentati: 
 dai costi elevati per apparecchiatura e materiali; 
 dal fatto che possono essere applicati solo sulle molecole anfotere, cioè che si 
comportano da acidi o basi a seconda del pH in cui sono poste. 
La tecnica di IEF è ampiamente utilizzata nel settore dell’agricoltura per ottenere una rapida 
identificazione di diverse varietà di piante cereali, così come è molto utilizzata per analisi 
delle uova, delle carni e del latte. In particolare, per quanto riguarda quest'ultimo, in seguito 
allo scandalo delle mozzarelle di bufala a cui veniva aggiunto latte di altre specie meno 
pregiate (soprattutto bovino) è stata messa appunto la metodica di “focalizzazione 
isoelettrica” delle caseine, trattate con plasmina su gel di poliacrilammide. Tale metodo da 
reazione positiva in caso di presenza anche di piccole tracce di latte bovino. Oltre a questo, 
sono stati messi appunto altri metodi di “IEF” basati sulla ricerca delle proteine del siero, ma 
si è arrivati alla conclusione che i metodi di ricerca basati sull’analisi delle caseine risultano 
più affidabili di quelli sulle proteine del siero, in quanto le caseine risultano particolarmente 
stabili al calore mentre le proteine del siero risultano più facilmente denaturabili e perciò di 
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più difficile rilevazione in caso di trattamenti termici per il risanamento del latte o per la 
produzione di formaggio e ricotta (Campagna et al. 2008). 
La “IEF” trova tuttavia maggior impiego per i prodotti ittici; infatti la FDA (Food and Drug 
Administration) nel 1995 l'ha scelta come metodo ufficiale per l'identificazione delle specie 
ittiche in quanto è in grado di fornire, per le proteine estratte da ogni specie ittica, un tracciato 
caratteristico ed identificativo, in pratica una vera e propria mappa tipica della specie 
(Campagna et al 2008); grazie a tale metodo la FDA ha messo a punto un database 
contenente i profili elettroforetici di più di cento specie ittiche maggiormente 
commercializzate negli Stati Uniti (Tepedino et al. 2000). Il confronto tra i pattern della 
specie da identificare con quella presente nel database, può dare i seguenti risultati: 
 pattern identici quando si tratta della stessa specie; 
 pattern differenti per cui si tratta di specie ittiche diverse; 
 pattern non chiari per cui occorre un approfondimento analitico; 
 pattern non corrispondente a specie ittiche presenti nella banca dati, quindi sarà 
necessario ricorrere ad una tecnica analitica diversa come la PCR. 
Anche in Italia, in seguito all'approvazione da parte del M.I.P.A.A.F. (Ministero delle 
Politiche Agricole Alimentari e Forestali), la IEF è attualmente un metodo di laboratorio di 
frequente impiego per il riconoscimento delle specie ittiche. 
L'IEF inoltre è in grado di dare una risposta valida e confrontabile sia nel prodotto fresco sia 
in quello congelato (Rehbein, 1990) in quanto le diverse modalità di conservazione del pesce 
non influiscono sul profilo elettroforetico. Tuttavia questa tecnica si limita ad 
un’identificazione sul singolo esemplare; infatti non può essere applicata a prodotti come le 
miscele, in cui il pattern proteico risulta essere confuso perché costituito da più specie ittiche. 
La IEF, inoltre, non può essere utilizzata neanche per le conserve, in quanto esse sono state 
sottoposte ad un trattamento termico che porta ad una denaturazione delle proteine. Altri 
limiti nell'applicazione di tale metodo sono rappresentati dalla omologia delle proteine in 
alcune specie strettamente correlate tra loro in cui risulta essere impossibile la 
differenziazione, oppure dal polimorfismo di alcune proteine in determinate specie che rende 
difficile inquadrare il profilo elettroforetico di quelle specie stesse (Rehbein 1990). 
 
2.1.2. METODICA E.L.I.S.A. 
Tale metodo sfrutta l’affinità e la specificità del legame dell'Antigene (rappresentato dalle 
proteine) con l'Anticorpo (specifico per la proteina stessa) con formazione di un immuno-
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complesso che viene messo in evidenza attraverso una reazione enzimatica solitamente 
colorata (www.azisanrovigo.it/media/strutture/Veterinario/Dr_Mioni__2009__frodi_Rovigo). 
Questa metodica trova largo impiego nel settore alimentare per il riconoscimento di specie, in 
quanto esistono proteine, tipiche e diverse da specie a specie, che vengono fatte reagire con 
anticorpi specifici che sono a loro volta legati ad un enzima in grado di catalizzare una 
reazione colorata che ci indica se il test è positivo (c'è reazione) o negativo (non c'è reazione).  
Il test E.L.I.S.A. è in grado di stabilire, oltre che da quale specie animale proviene il prodotto, 
anche da quale tessuto in particolare (per es. muscoli oppure frattaglie) 
(http://www.macchinealimentari.it/2013/07/13/). 
Tuttavia tale metodica trova difficoltà di applicazione per quanto riguarda il settore ittico a 
causa dell’elevato numero di specie presenti (Mackie et al. 1999), inoltre risulta essere poco 
valido anche per prodotti cotti poiché gli anticorpi sono normalmente diretti verso proteine 
che si denaturano facilmente in seguito a trattamenti termici (anche se negli ultimi anni sono 
stati messi appunto kit E.L.I.S.A. applicabili anche ad alimenti cotti). 
Ci sono diversi varianti del test E.L.I.S.A., che si differenziano a seconda del componente che 
si vuole rilevare; ovvero nel test diretto si determinata la presenza dell'antigene, in quello 
indiretto, invece, la presenza di anticorpi contro l'antigene; inoltre tale test può essere 
competitivo (utilizzati per i composti a basso peso molecolare, la cui struttura non permette il 
legame di due anticorpi contemporaneamente) o non competitivo (per i composti a più alto 
peso molecolare che permettono il legame di due anticorpi contemporaneamente). 
Il metodo E.L.I.S.A. più utilizzato è quello su base solida di tipo diretto non competitivo di 
tipo sandwich in cui l'anticorpo che è usato per catturare l'antigene viene messo nei pozzetti, 
tali anticorpi sono in seguito esposti al fluido da valutare che potrebbe contenere l'antigene e 
successivamente viene aggiunto un secondo anticorpo, coniugato con un enzima (di solito la 
perossidasi), che andrà a legarsi con l'eventuale immunocomplesso formatosi dal legame tra 
l'antigene ricercato e l'anticorpo di cattura. Infine viene immesso un cromogeno, un substrato, 
che reagendo con l'enzima perossidasi da luogo ad una reazione colorata che rappresenta 
l'esito positivo del test. 
L'antigene che viene ricercato è rappresentato dalle albumine sieriche per la carne cruda ed il 
latte, dalle proteine resistenti al calore del muscolo striato per le carni cotte. La sensibilità di 
tale test, per le applicazioni in campo alimentare, è di circa l’1% (cioè il test è in grado di 
rilevare la presenza della specie in esame se in quantità dell’1% o superiore) ma il limite è 
rappresentato dal tempo di risposta che è di almeno due ore (anche se ultimamente sono stati 
messi in commercio kit E.L.I.S.A. , per la presenza di proteine di suino, in grado di dare esito 
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positivo o negativo in appena 15 minuti; questo kit presenta una sensibilità dello 0,05% per le 
carni crude e dello 0,5% per quelle trasformate) 
(http://www.macchinealimentari.it/2013/07/13/). 
Un ulteriore limite del test E.L.I.S.A. è rappresentato dal fatto che non fornisca alcuna 
informazione sulla presenza di altre specie in quanto si basa esclusivamente sull'analisi delle 
proteine di una determinata specie verso cui è stato prodotto l'anticorpo. 
 
2.2 METODI BASATI SUL RICONOSCIMENTO GENETICO 
 
I limiti evidenziati dalle metodiche aventi come target le proteine hanno portato allo sviluppo 
di nuove metodiche basate sul DNA, le quali sono attualmente considerate la tecnica 
d’elezione per l’identificazione di specie in ambito ispettivo (Guidi et al., 2008). Inizialmente 
tali metodiche risultavano molto complesse e costose ma, nel giro di pochissimi anni, hanno 
fatto passi da gigante divenendo più rapide ed economiche delle metodiche basate sul 
riconoscimento proteico. (http://www.macchinealimentari.it/2013/07/13/). 
Il DNA, oltre a fornire maggiori informazioni rispetto alle proteine, ha la peculiarità di essere 
costituito da una sequenza unica per ogni essere vivente e questo conferisce alle metodiche 
basate sul DNA una maggiore sensibilità e specificità rispetto alle altre metodiche; inoltre il 
DNA, rispetto alle proteine, risulta essere più resistente e termostabile (Bernardi et al. 2011), 
cosa assai importante in quanto i prodotti trasformati sono soggetti a numerosi trattamenti 
termici e non solo; inoltre il DNA presenta l'importante vantaggio di poter rimanere ben 
conservato per moltissimi anni. Tuttavia le tecniche genomiche richiedono DNA di alta 
qualità per avere risultati soddisfacenti in quanto la loro efficacia può essere influenzata 
negativamente da DNA alterato o frammentato (Hellberg e Morrisey 2011, Meusnier et al., 
2008 e Pafundo et al., 2007). 
L'identificazione di specie può essere fatta utilizzando sia il DNA nucleare (nDNA, contenuto 
nel nucleo della cellula) sia il DNA mitocondriale (mDNA, contenuto nei mitocondri che si 
trovano nel citoplasma della cellula) (Martinez et al. 2005). 
 
2.2.1. DNA MITOCONDRIALE 
Il DNA mitocondriale si trova all’interno dei mitocondri (da 800 a 2500 per ogni cellula) che 
sono organelli specializzati presenti nel citoplasma. La sua funzione consiste proprio nella 
regolazione di questi organelli che sono deputati all’attività energetica della cellula. Il DNA 
mitocondriale ha una forma circolare a doppio filamento, infatti è costituito da due catene 
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circolari, una pesante (H, con prevalenza di basi puriniche A e G) e una leggera (L, con 
prevalenza di basi pirimidiniche C e T) e comprende un numero medio di basi compreso fra 
16.000 e 19.000 (esistono comunque notevoli differenze fra i vari organismi) 
(Wolstenholme,1992). 
In una cellula, sia il DNA nucleare sia quello mitocondriale sono potenzialmente disponibili 
per l’identificazione di specie, tuttavia si preferisce utilizzare quello mitocondriale perché 
presenta numerosi vantaggi, quali: 
 dimensioni minori rispetto al DNA nucleare e inoltre, grazie alla sua struttura 
circolare, che lo rende meno sensibile alla denaturazione, risulta essere più resistente 
ai trattamenti termici (Borgo et al. 1996); 
 un tasso di sostituzione nucleotidica maggiore rispetto al genoma nucleare e quindi 
presenta maggiori zone polimorfiche a livello interspecifico, facilitando 
l’identificazione di specie strettamente correlate (Wolf et al. 1993); 
 è presente in abbondanza nelle cellule rispetto al DNA nucleare, infatti il numero di 
copie di mDNA all'interno della cellula varia da 100 a 10.000, e questo facilita la 
ricerca di DNA presente in minime quantità o a partire da bassissime quantità di 
tessuto a disposizione (Albert et al. 1994). 
 assenza di introni e di sequenze ripetute (Teletchea 2009, Mackie et al. 2009); 
 la trasmissione del DNA mitocondriale, a differenza di quello nucleare che viene 
trasmesso come combinazione del DNA nucleare di entrambi i genitori, avviene in 
blocco da madre a figlio. Essendo ereditato per via materna, il mtDNA rappresenta 
dunque un singolo allele (aplotipo mitocondriale) e questo evita la presenza di 
sequenze ambigue derivata da genotipi eterozigoti (Giles et al. 1980). 
Il DNA mitocondriale è stato il primo genoma eucariotico ad essere interamente sequenziato 
nell’uomo (Anderson et al., 1981) e molti altri genomi mitocondriali di diversi organismi 
sono stati recentemente sequenziati e sono attualmente raccolti in un database disponibile sul 
sito MitBase (http://www.ebi.ac.uk/htbin/Mitbase/mitbase.pl). 
Infine, un ulteriore vantaggio legato all’utilizzo di geni localizzati sull’mtDNA è il fatto che la 
conoscenza di diversi mtDNA completi ha permesso non solo di disegnare set robusti di 
primer universali in grado di coprire specifici segmenti del cromosoma mitocondriale in un 
ampio range di eucarioti (Folmer et al., 1994), ma anche primer specifici per alcune specie. 
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2.2.2. GENI MITOCONDRIALI 
I geni mitocondriali maggiormente utilizzati per l'identificazione di specie sono sia quelli 
codificanti per le subunità dell’RNA ribosomiale (il 12s rRNA e il 16s rRNA) sia quelli che 
codificano per le 3 subunità della Citocromo c Ossidasi (in particolare per la Citocromo c 
Ossidasi I- COI) e per il citocromo b (cyt b) (Saccone et al., 1999). Tra questi, il COI è quello 
riconosciuto da molti autori come il marker d'elezione negli studi filogenetici, in quanto 
dotato di un potenziale discriminatorio maggiore rispetto agli altri (Hebert et al., 2003). 
Infatti, è stato osservato che anche sequenze nucleotidiche relativamente brevi (100-200 bp) 
possono fornire accurate informazioni riguardo la specie di appartenenza (Hajibabaei et al., 
2006; Armani et al., 2015b). 
Per l’amplificazione di questo gene sono pertanto stati progettati numerosi primer universali 
applicabili su un'ampia gamma di taxa (Tabella 1). 
Un potenziale limite relativo all'utilizzo del gene COI nell’identificazione di specie è 
rappresentato dalla presenza di alcuni “frammenti” di DNA che determinano fenomeni di 
cross-reazione con il frammento target. In particolare, esistono degli “pseudogeni” 
mitocondriali nucleari che possono essere co-amplificati con il DNA compromettendo 
l’analisi filogenetica (Song et al., 2008) (vedi paragrafo 2.2.5.) 
Un altro gene molto utilizzato per l’identificazione di specie è il cyt b, il quale avendo 
variabilità inter-specifica molto superiore rispetto a quella intra-specifica risulta essere ideale 
nella discriminazione di organismi differenti (Barlett e Davidson, 1992). Il gene cyt b oltre a 
presentare regioni con un alto livello di variabilità che assumono grande importanza negli 
studi sull'evoluzione di specie strettamente correlate, presenta anche regioni non variabili 
(Armani et al., 2011b). Questo ha permesso che tale gene possa essere utilizzato per realizzare 
dei primer universali che consentano l'amplificazione di frammenti di diversa lunghezza; 
attualmente l'analisi di tale gene viene universalmente adottata per identificare specie animali 
nei prodotti di macellerie e nei prodotti ittici (Aida et al., 2007; Che Man et al., 2007). 
Infine, per quanto riguarda il gene 16s rRNA esso presenta una minore variabilità inter-
specifica e per questo motivo è utilizzato meno dei geni COI e cyt b negli studi filogenetici. 
Tuttavia l'amplificazione del gene 16 s rRNA è frequentemente utilizzata invece per il 
controllo sul processo di estrazione e sul grado di degradazione del DNA, proprio a causa del 
suo alto livello di conservazione (Armani et al., 2012a). 
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2.2.3. PCR (Polymerase Chain Reaction) 
Le tecniche di biologia molecolare sono state negli ultimi anni sempre più maggiormente 
utilizzate nell’identificazione di specie negli alimenti di origine animale (Lasagna, 2005). La 
maggior parte delle metodiche molecolari si basano sull'ampliamento di un frammento 
genetico di DNA, e questo è possibile grazie alla tecnica della PCR. 
La PCR fu ideata da Kary Mullis alla metà degli anni’80; nelle prime applicazione era 
necessario effettuare accurati e complessi trattamenti al campione in esame e, inoltre, i tempi 
di risposta erano molto lunghi; tuttavia dalla sua invenzione fino ad oggi le applicazioni del 
principio di base della PCR si sono sempre più modificate ed evolute tant'è che attualmente 
abbiamo a disposizione moltissime varianti di tale tecnica ognuna applicabile nei diversi 
campi della biologia. 
La PCR è una tecnica che permette di ottenere in tempi brevi milioni di molecole identiche di 
DNA a partire da quantità estremamente ridotte di esso, infatti la PCR non è altro che 
l'amplificazione in vitro di uno specifico frammento di DNA sfruttando la capacità enzimatica 
della DNA polimerasi di sintetizzare un secondo filamento partendo da un DNA stampo 
denaturato. 
Per effettuare una reazione standard di PCR si devono avere a disposizione diversi elementi, 
quali: 
 lo “stampo” di DNA a doppia elica che deve essere amplificato; 
 una DNA polimerasi termostabile per catalizzare la sintesi di DNA a partire da un 
frammento “stampo” di DNA; attualmente viene utilizzata la Taq polimerasi (enzima 
estratto dal batterio Thermus aquaticus), in passato invece veniva utilizzata la DNA 
polimerasi I di Escherichia coli che però presentava il limite di essere poco resistente 
alle alte temperature; 
 una coppia di oligonucleotidi a singolo filamento, i cosiddetti primers, che 
costituiscono i punti di innesco dell'attività della DNA-polimerasi; 
 i desossiribonucleotidi (dNTPs), necessari per la sintesi delle nuove eliche di DNA; 
 un catione bivalente, il MgCl2, che rappresenta il cofattore indispensabile alla DNA-
polimerasi; 
 un tampone di reazione, il Buffer, per mantenere le condizioni ideali per la DNA-
polimerasi (in genere per la Taq il pH deve essere intorno a 8-9). 
Da qualche anno a questa parte le case produttrici per facilitare il lavoro hanno messo in 
commercio delle soluzioni di reazione già precostituite, a cui deve essere aggiunto solo il 
DNA e i primers (Guidi et al., 2008). 
 40 
 
La PCR prevede il susseguirsi di più cicli (circa 30-50), alla fine di ogni ciclo il numero di 
nuove molecole di DNA raddoppia (si parla di replicazione semiconservativa in quanto da 
ciascuna “elica vecchia”, che funge da stampo per l'attività della DNA-polimersai, si formerà 
un'”elica nuova”) fino al raggiungimento di un plateau in cui il tasso di moltiplicazione 
diminuisce a causa di numerosi fattori tra cui la degradazione dei reagenti oppure per 
l'inibizione ad opera del pirofosfato che si accumula via via durante il processo stesso. 
Ogni singolo ciclo di PCR è costituito da tre fasi (ognuna delle quali avviene a diverse 
temperature): 
 fase della denaturazione (temperatura di 95 °C), in cui mediante il riscaldamento il 
DNA “stampo” bicatenario viene scisso in due filamenti monocatenari; 
 fase dell'appaiamento (temperatura compresa tra i 50 e i 70 °C), in cui i due primers si 
legano alle porzioni di DNA monocatenario a loro complementari che sono localizzate 
alle estremità del frammento bersaglio; 
 fase dell'estensione (temperatura compresa tra i 68 e i 72 °C), in cui la Taq polimerasi 
si lega in corrispondenza dei primers e determina l'aggiunta di nucleotidi che porta 
alla sintesi di un nuovo filamento di DNA complementare a quello “stampo” (Scialpi, 
2008). 
La principale caratteristica che determina la specificità della PCR è la scelta dei primers; 
infatti per garantire l’unicità di amplificazione di una sequenza, il primer dovrebbe avere una 
lunghezza media vicina a 20 paia di basi (Barry A.J & Peter J.B., 1984), in quanto primers 
troppo corti risultano essere poco specifici avendo più alte probabilità di trovare diverse zone 
di complementarietà nel genoma. Un altro fattore che influenza l'efficacia di un primer è 
rappresentato dalla presenza di sequenze ripetute o complementari (Hemmer W., 1997). 
Per assicurare l'efficacia della tecnica di PCR è fondamentale che la qualità del DNA presente 
nei campioni sia buona. È importante inoltre che la metodica di estrazione di DNA garantisca 
l’assenza di inibitori della PCR, tra cui i più importanti sono i composti organici e fenolici, 
glicogeno, grassi, collagene (Wilson et al., 1997; Sholz et al., 1998). 
Gli inibitori della PCR agiscono in tre modi (Wilson, 1997): 
 inattivando la DNA polimerasi: e’ stato dimostrato ad esempio che la Taq polimerasi 
può essere inattivata sia da proteasi presenti nei formaggi (Rossen et al., 1992) sia da 
proteasi e nucleasi di origine batterica (Wilson, 1997). Per cercare di risolvere questo 
problema si può ricorrere all’uso della Siero Albumina Bovina (BSA), un additivo in 
grado di ridurre l'inibizione della Taq polimerasi attraverso la formazione di un 
substrato alternativo per le proteasi (Powell, 1994 ); 
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 degradando o catturando gli acidi nucleici: la degradazione può essere enzimatica, 
oppure dovuta a fenomeni di idrolisi, o anche a danno ossidativo (Lindahl, 1993); la 
cattura, invece, può essere causata da cellule batteriche, detriti, proteine e polisaccaridi 
che, attraverso blocchi o sequestri, rendono il DNA bersaglio inutilizzabile da parte 
della polimerasi (ad esempio le proteine del latte formano complessi ad alto peso 
molecolare con il DNA, limitando quindi le possibilità di azione della polimerasi) 
(Rijpens et al., 1996); 
 interferendo con i processi di lisi cellulare: tali processi sono importanti perchè 
determinano l'esposizione degli acidi nucleici che risulta essere indispensabile per la 
buona riuscita del processo di amplificazione; talvolta il processo litico potrebbe non 
essere sufficiente a garantire la corretta esposizione del DNA ed è quindi necessario 
ricorrere all’uso di enzimi specifici (Wilson et al., 1997) che però potrebbero essere 
denaturati e inattivati dai composti fenolici eventualmente presenti nel campione 
(Jacobsen e Rasmussen, 1992). 
Per contrastare il problema degli inibitori della PCR è possibile ricorrere ad alcuni 
accorgimenti che, anche se non risolvono del tutto il problema, sono in grado almeno di 
limitare i danni dovuti a queste sostanze. Tali accorgimenti consistono: 
 nel diluire il DNA estratto prima dell’amplificazione, in modo tale da ridurre anche la 
concentrazione degli inibitori; 
 nell'aggiungere alla soluzione di reazione una quantità maggiore di Taq, in modo tale 
che una parte si leghi agli inibitori rimuovendoli dalla reazione, mentre l'altra parte 
rimanga libera per agganciare i primers; 
 nell'utilizzare polimerasi diverse dalla Taq classica, come ad esempio la Klein Taq che 
risulta essere più efficiente; 
 nell'aggiungere alla soluzione di reazione particolari additivi in grado di contrastare 
l’azione delle sostanze inibitrici, come ad esempio la siero albumina bovina (BSA), 
oppure il dimetilsolfossido (DMSO), il dimetilformammide (DMF), l'urea, il 
formammide, il glicerolo, il polietilenglicole (PEG) (Scialpi et al., 2008). 
 
2.2.4. VARIANTI DELLA TECNICA DI PCR TRADIZIONALE 
La PCR tradizionale (specie -specifica) presenta un'elevata sensibilità e permette di lavorare 
anche su quantità esigue di materiale genetico, poiché è in grado di amplificarlo generando un 
numero elevato di copie di una specifica sequenza di DNA, tipica di una certa specie animale, 
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vegetale o microbica (http://www.macchinealimentari.it/2013/07/13/). Paradossalmente la sua 
estrema sensibilità può anche rappresentare un limite, in quanto la tecnica mette in evidenza 
anche piccole tracce di DNA di specie diversa dovute a contaminazioni minime ed accidentali 
avvenute lungo la filiera, come ad esempio nell’allevamento, durante la macellazione, il 
trasporto o lo stoccaggio (Meyer et al., 1995). 
La PCR tradizionale è considerata un metodo essenzialmente qualitativo, perchè in grado di 
determinare se il DNA di una determinata specie è presente o meno nel prodotto, ma che non 
consente invece di effettuare una valutazione quantitativa del DNA di partenza (Ferrè et al., 
1994). Infatti il prodotto finale della reazione di PCR può essere influenzato da diversi fattori, 
quali la qualità e la concentrazione della Taq polimerasi, del DNA stampo, dei dNTPs, del 
MgCI2, dei primers e dei cicli della reazione. 
Il maggiore interesse nelle applicazioni quantitative della PCR ha portato alla messa appunto 
di numerose varianti dello schema di base della PCR (Diviacco et al., 1992); in tal senso un 
miglioramento si è avuto con l’introduzione della Real Time PCR, che consente di seguire 
l’aumento della quantità di prodotto di PCR ad ogni ciclo di amplificazione e quindi di 
realizzare un’analisi quantitativa dello stampo iniziale basandosi sull’uso di coloranti 
fluorescenti che si legano al DNA in modo aspecifico o di sonde marcate complementari a 
specifiche sequenze (Scialpi et al. 2008). 
La Real Time PCR, rispetto alla PCR tradizionale, non solo mantiene elevata sensibilità, ma 
presenta miglioramenti per quanto riguarda la specificità, la precisione e l'ampiezza 
dell'intervallo di quantificazione del campione incognito; questo è dovuto all'innovativo 
sistema di rilevamento e misurazione "in tempo reale" del DNA amplificato, che consente sia 
di ridurre il numero delle repliche necessarie alla determinazione di ogni campione, sia di 
abbandonare tutte le manipolazioni successive all'amplificazione, che sono potenziali fonti di 
alterazione dei risultati (López-Calleja et al., 2007; Zhang et al, 2007;. Kesmen et al, 2009;. 
Mininni et al., 2009). 
La PCR Real Time ha trovato numerose applicazioni sia nel campo della diagnostica medica, 
sia nelle analisi di routine effettuate dalle Autorità Competenti preposte alla salvaguardia 
della qualità degli alimenti e della sicurezza in campo alimentare (Meyer et al., 1994). 
Un'altra evoluzione della PCR tradizionale è rappresentata dalla multiplex PCR, che però 
rimane sempre una tecnica di tipo qualitativo e non quantitativo. In questa metodica più 
coppie di primers vengono utilizzate per amplificare contemporaneamente differenti sequenze 
di DNA nella stessa reazione, così facendo numerose specie possono essere analizzate con 
una singola corsa. Il vantaggio di questo metodo è rappresentato proprio dal risparmio di 
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sforzi e di tempo quando si analizzano differenti regioni bersaglio. Tuttavia, questa metodica 
presenta il limite che tutte le coppie di primers devono funzionare nelle stesse condizioni di 
amplificazione, con il rischio che si possa avere formazione di primer-dimer tra vari primer 
con conseguente diminuzione della sensibilità del test o anche un'amplificazione preferenziale 
di alcuni bersagli rispetto ad altri (Markoulatos et al., 2002). La PCR multiplex trova largo 
impiego soprattutto nell'identificazione di specie ittiche come dimostrano i numerosi studi che 
sono stati fatti a riguardo; come ad esempio per l'identificazione del pesce spada in prodotti 
trasformati (Hsieh et al., 2004), o per differenziare i filetti di pesce persico del Nilo, la cernia 
bruna e la cernia di fondale (Asensio et al., 2001; Asensio Gil, 2007); o per rilevare 
sostituzioni fraudolente di bianchetto (forma giovanile di Sardina philcardus) e Rossetto 
(Aphia minuta) con Pesce ghiaccio (Neosalanx spp.) (Armani et al., 2011b); o per distinguere 
le sette specie, alcune delle quali di minore valore commerciale; appartenenti al genere 
Lophius (rana pescatrice) (Castigliego et al., 2015). 
La PCR multiplex, inoltre, si è dimostrata efficace per l'identificazione di specie (anche nel 
caso dei mammiferi e degli uccelli) da cui provengono i tessuti animali impiegati nella 
produzione dei mangimi (Dalmasso et al., 2004). 
 
2.2.5. METODICHE DI IDENTIFICAZIONE BASATE SUL SEQUENZIAMENTO 
Le metodiche descritte finora permettono esclusivamente di confermare o escludere la 
presenza delle specie delle quali si conoscono le sequenze da analizzare. 
Tuttavia, nel caso in cui la specie risulti sconosciuta, è necessario ricorrere al sequenziamento 
del DNA che permette di ottenere l’ordine esatto in cui sono disposti i nucleotidi in un preciso 
tratto del genoma; in questo modo, ottenute le sequenze, queste possono essere utilizzate per 
una successiva analisi filogenetica. 
I metodi basati sul sequenziamento maggiormente utilizzati sono la FINS (Forensically 
Informative Nucleotide Sequencing) (Barlett e Davidson nel 1992) e il DNA Barcoding 
(Hebert et al., 2003). 
La FINS è stata descritta per la prima volta da Barlett e Davidson nel 1992. Per utilizzare 
questa tecnica nell'identificazione di specie dobbiamo come prima cosa estrarre il DNA dal 
campione in esame. A questo punto uno specifico segmento di DNA viene amplificato tramite 
PCR ed in seguito viene determinata la sequenza nucleotidica del segmento di DNA 
amplificato; infine viene fatta un'analisi filogenetica comparando la sequenza ottenuta con le 
sequenze presenti nel database; nel caso in cui la sequenza risulti sconosciuta, la sequenza che 
più si avvicina a quella in esame, dove cioè c'è un minor numero di sostituzioni nucleotidiche 
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e minore distanza genetica, rappresenta la specie dalla quale deriva il campione in esame 
(Barlett e Davidson 1992). Per quanto riguarda l'analisi filogenetica, per eseguirla vengono 
impiegati due modelli di sistemi matematici: il “Tamura-Nei” e il “Neighbor-Joining”. Il 
primo modello viene utilizzato per calcolare la distanza genetica tra le sequenze (Tamura-Nei, 
1993); il secondo modello viene invece utilizzato per realizzare un albero filogenetico che si 
basa su queste differenze genetiche (Saitou e Nei , 1987). Il gene maggiormente utilizzato 
nella metodica FINS è il gene mitocondriale Cyt-b, in quanto è importante selezionare un 
frammento che presenti alta variabilità interspecifica e bassa variabilità intraspecifica in modo 
tale da non avere dubbi nella determinazione delle specie (Bossier, 1999). Questa tecnica è 
stata ampiamente utilizzata nel comparto ittico per l’identificazione di numerose specie, sia 
nel pesce intero sia nei prodotti ittici trasformati (Espineira et al., 2008; Pepe et al., 2007; 
Lago et al., 2012); inoltre, recentemente è stata dimostrata l'efficacia di tale metodica nel 
verificare l'autenticità di specie di Meduse importate dall'Asia che ritroviamo sempre più 
frequentemente nei mercati europei (Armani et al. 2012c). 
Tuttavia sono anche presenti studi in cui è riportato l'utilizzo del gene 16S rRNA nella 
metodica FINS per l'identificazione di specie, come ad esempio lo studio per differenziare una 
varietà di specie di cefalopodi freschi, congelati e trasformati (Chapela et al., 2002). 
Il DNA Barcoding è un sistema molecolare largamente utilizzato per la sicurezza alimentare e 
per l'individuazione delle frodi commerciali, infatti esso viene impiegato per l'identificazione 
sia delle materie prime sia degli alimenti trasformati (Galimberti et al., 2012). Il DNA 
Barcoding è nato nel 2003 da una iniziativa del dottor Paul Herbert, genetista dell’università 
canadese di Guelph. Tale metodo si basa sul principio di utilizzare brevi sequenze di DNA, in 
modo equivalente ai codici a barre dei supermercati, per l'identificazione delle specie. 
Secondo Herbert, ogni specie potrebbe essere “etichettata” con una sequenza nucleotidica di 
DNA univocamente associata a quella specie, e tali sequenze vengono poi prese come 
riferimento per valutare la sequenza di DNA del campione in esame (Herbert et al., 2003). 
Il gene impiegato in tale metodica, cioè per essere utilizzato come codice a barre, deve 
presentare diverse caratteristiche, quali: 
 abbastanza variabile da permettere l’identificazione di una specie, ma con un basso 
livello di variabilità intraspecifica; 
 semplice da sequenziare e facilmente allineabile; 
 breve, non più lungo di 650 pb, in modo tale da essere sequenziato in tempi brevi e 
senza errori; 
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 capacità della sequenza di DNA di essere amplificata e sequenziata universalmente 
con primers standardizzati. 
Il COI viene considerato il gene d'elezione nella tecnica del DNA Barcoding. Questo gene 
risulta essere efficace e molto affidabile per l'identificazione di specie in quanto più del 95% 
di esse possiede una sequenza COI distintiva (Herbert er al. 2003; Ward et al., 2005). 
Il gene COI presenta inoltre altre due importanti vantaggi, cioè di possedere un segnale 
filogenetico maggiore rispetto agli altri geni mitocondriali (Herbert et al., 2003) e che i 
primers universali utilizzati per amplificare questo gene risultano essere molto validi (Ivanova 
et al., 2007) (Tabella 1). 
Uno dei problemi relativi all'utilizzo del gene COI è rappresentato dalla presenza dei “numts” 
(pseudo geni mitocondriali nucleari); essi sono delle copie non funzionali del DNA 
mitocondriale che sono integrate nel genoma nucleare. I “ numts “ sono molto diffusi e si 
formano quando una porzione di DNA mitocondriale passa nel genoma nucleare in seguito a 
fenomeni di ricombinazione o di “crossing-over” (Buhay , 2009). La co-amplificazione 
accidentale dei “numts” tramite PCR dipende dalla loro quantità, dal tipo di primers, dal tipo 
di protocollo di estrazione e dal tessuto che è stato utilizzato (Bensasson et al., 2001; Richly e 
Leister, 2004). 
La presenza dei “numts“ ha portato a errate identificazioni di specie non ancora descritte o 
addirittura a specie indecifrabili (Song et al., 2008; Buhay, 2009). 
Una delle più importanti innovazioni del DNA Barcoding è stata la costruzione di un 
database pubblico, chiamato BOLD, contenente tutte le sequenze delle specie già identificate 
in modo da poter confrontare le sequenze ottenute dal campione in esame con quelle già 
disponibili. 
Prima della realizzazione di BOLD, il database di riferimento era la GenBank, realizzato dal 
National Center for Biotechnology Information (NCBI); esso però è stato criticato in quanto 
al suo interno non era previsto alcun controllo sulle informazioni inserite e di conseguenze 
alcune sequenze non corrispondevano a quelle dichiarate (Forster, 2003). Per far fronte a ciò 
sono nate diverse iniziative con l’obiettivo di costituire banche dati sicure dal punto di vista 
dei controlli delle sequenze depositate, e questo ha portato alla istituzione di BOLD 
(Barcoding of Life Database) (Ratnasingham e Herbert, 2007) che si pone l’obiettivo di 
raccogliere le sequenze del gene COI, considerato il “target ufficiale” per l’identificazione 
delle specie animali. Tale gene, infatti, presenta una variabilità intraspecifica limitata, mentre 
il grado di variabilità aumenta in individui appartenenti a specie diverse. 
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BOLD rappresenta una piattaforma informatica integrata che supporta tutte le fasi del 
percorso analitico, dalla raccolta dei campioni alla convalida nella biblioteca di barcode; 
attualmente BOLD è in grado di contenere un elevato numero di sequenze barcode 
(Hajibabaei et al., 2005). 
BOLD è costituito principalmente da tre sistemi: il sistema di analisi e di gestione, il sistema 
di identificazione e il sistema di connettività esterna (Ratnasingham and Hebert, 2007). 
Il sistema di analisi e di gestione: il primo è composto da una pagina che contiene tutte le 
informazioni riguardanti il campione (esempio dove è stato raccolto, in che data, ecc.), la 
sequenza barcode del campione ed i primer di PCR che sono stati utilizzati; il secondo invece 
riguarda il monitoraggio dei progressi compiuti per il completamento dei dati (esempio 
immagini, coordinate GPS, ultime sequenze depositate) e permette inoltre di creare per ogni 
campione l’albero filogenetico. 
Il sistema di identificazione: permette l'identificazione dei campioni sconosciuti acquisendo la 
loro sequenza nel database e confrontandola con le sequenze già depositate: se la sequenza 
presenta un'elevata corrispondenza, cioè ha una divergenza minore dell'1%, con la sequenza 
di riferimento di una specie allora viene viene assegnata a quella determina specie; se invece 
non viene trovata una corrispondenza a livello di specie la sequenza viene assegnata ad un 
genere, in particolare al genere la cui sequenza di riferimento presenta una divergenza minore 
del 3 % rispetto alla sequenza in esame. 
Il sistema di connettività esterna: espone a persone esterne tutte le funzionalità di BOLD e dei 
dati contenuti sotto forma di servizi web. 
Le sequenze barcode per essere depositate in questo database devono rispettare dei requisiti 
fondamentali, quali: 
 devono derivare da una determinata regione del gene; 
 devono essere in linea con gli standard qualitativi; 
 ci deve essere un collegamento tra la sequenza e il campione dalla quale è originata; 
(Hannert et al., 2007). 
Tutte le sequenze depositate su BOLD sono sottoposte a dei processi di validazione, e nel 
caso in cui venga rilevato un potenziale errore, tale sequenza viene contrassegnata e segnalata 
al depositario. 
BOLD inoltre assegna a ciascuna sequenza un punteggio, un “Phred score” (Ewing e Green, 
1998), in base alla posizione di ciascun nucleotide ed al valore medio dell’intera sequenza. In 
questo modo la sequenza può essere collocata in una di queste quattro categorie : 
 sequenza mancata; 
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 sequenza di bassa qualità (con Phred minore di 30); 
 sequenza di media qualità (con Phred compreso tra 30 e 40); 
 sequenza di alta qualità (con Phred maggiore di 40). 
La sequenza per essere definitivamente pubblicata nel database deve rispettare i requisiti di 
Valutazione della Qualità e di Controllo della Qualità (Quality Assessment/Quality Control - 
QA/QC). In particolare, i requisiti da rispettare sono: 
 la lunghezza della sequenza finita deve essere > 75 % della lunghezza del marcatore 
barcode approvato; 
 la qualità della sequenza deve essere tale da avere meno dell'1% di basi ambigue e una 
media di punteggio Phred > 20; 
 la sequenza non deve contenere contaminanti comuni, come ad esempio il genoma 
umano, e deve avere un alto livello di coerenza tassonomica (www.ibolproject.org). 
Per quanto riguarda l'utilizzo del DNA Barcoding come strumento per la tracciabilità degli 
alimenti, è stata dimostrata la sua efficacia nelle varie filiere alimentari. Numerosi studi hanno 
dimostrato la validità di tale metodo nella tracciabilità della maggior parte dei prodotti della 
pesca (pesci, molluschi, crostacei, echinodermi) (Becker et al., 2011; Barbuto et al., 2010; 
Cawthorn et al., 2012; Di Pinto et al., 2013; Wong et al., 2008; Armani et al., 2015b). 
L'applicazione del DNA Barcoding in questo settore ha riscosso grande successo per diversi 
motivi, quali: 
 l'elevato numero di specie di pesci; 
 la scarsa efficacia degli approcci classici di identificazione di specie, soprattutto negli 
alimenti trasformati; 
 perchè nel caso dei prodotti ittici l'identificazione molecolare può permettere di 
identificare non soltanto la specie ma anche l'origine di un prodotto (Galimberti et al., 
2012). 
Attualmente più di 70.000 sequenze di codici a barre da 8300 specie (26% del totale) sono 
stati memorizzati nel quadro di una ricerca di collaborazione internazionale (FISH-BOL-
www.fishbol.org). FISH-BOL rappresenta una delle risorse più complete per l'analisi dei 
prodotti ittici (Ward et al., 2009); e i dati FISH-BOL sono depositati e organizzati nel sistema 
BOLD (Barcode of Life Data System) (Ratnasingham & Hebert, 2007). 
Nonostante la sua provata efficacia (Becker et al., 2011; Barbuto et al., 2010; Cawthorn et al., 
2012; Di Pinto et al., 2013; Wong et al., 2008; Armani et al., 2015b), altri studi fatti 
sull'applicazione del DNA Barcoding su altre categorie di prodotti della pesca, come per 
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esempio granchi (Haye et al., 2012), oloturie (Uthicke et al., 2010) o aragoste (Naro-Maciel et 
al., 2011) non sono stati molto incoraggianti. 
La tecnica DNA Barcoding, come dimostrano molti studi fatti a riguardo, può essere 
considerato un metodo affidabile anche per la tracciabilità delle carni di mammiferi (Cai et 
al., 2011, Francis et al., 2010; Luo et al., 2011) e delle carne avicole (Hebert et al., 2004). 
Tuttavia il suo utilizzo risulta ancora limitato a causa di molti problemi, di cui il principale è 
la mancanza di un numero sufficiente di dati per specie diverse da quelle dei prodotti ittici; 
infatti, attualmente, solo alcune sequenze di DNA sono disponibili (Galimberti et al. 2012). 
La FINS, così come il DNA Barcoding, si è dimostrata come una tecnica molto precisa ed 
affidabile nell'acquisire informazioni da un frammento di DNA amplificato con la PCR; ciò 
nonostante tale metodica presenta limiti riguardanti il tempo di risposta, e dunque risulta 
essere poco adatto per l'uso quotidiano nei vari laboratori (Lockley e Bardsley, 2000; Chapela 
et al., 2002) così come per le analisi di prodotti che contengono più specie (Lenstra , 2003). 
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CAPITOLO 3 
METODICHE PER L’ESTRAZIONE DEL DNA 
 
Tutte le metodiche di biologia molecolare fin qui descritte prevedono uno step preliminare di 
estrazione del DNA. In particolare, i metodi che prevedono il sequenziamento del DNA 
richiedono la raccolta di tessuti di riferimento dai quali ottenere sequenze geniche per la 
formazione di un set di riferimento (Herbert et al., 2003). 
Per l'estrazione del DNA possono essere utilizzati diversi metodi, la cui scelta dipende da vari 
fattori, quali: 
 il tipo di acido nucleico che si vuole estrarre (DNA genomico o mitocondriale); 
 la fonte utilizzata per l'estrazione (tessuti animali o vegetali, eucarioti, procarioti, 
virus); 
 il materiale biologico di partenza (organo intero, tessuto, coltura cellulare, sangue, 
etc.) e la presenza di inibitori e sostanze potenzialmente contaminanti (polisaccaridi, 
fenoli, agenti proossidanti); 
 le condizioni del campione in esame; 
 il tipo di applicazione prevista nel post-estrazione (PCR, cloning, marcatura, 
restrizione enzimatica, southern blotting, RT-PCR, sintesi di cDNA). 
Indipendentemente dalla tecnica di estrazione usata, essa deve garantire la “purezza” e la 
“resa”. La “purezza” è intesa come l'assenza di sostanze contaminanti che, legandosi ai 
reagenti in soluzione, potrebbero modificare i risultati delle successive applicazioni dell'acido 
nucleico. La “resa” è intesa come la quantità di acido nucleico che tali tecniche devono 
garantire evitando la degradazione meccanica ed enzimatica dello stesso (Focà & Lamberti, 
2003). 
Il buon esito del processo di estrazione del DNA è dunque fondamentale per la buona riuscita 
di qualsiasi analisi di biologia molecolare; infatti questo passaggio assume un valore 
determinante perché, se si verificano delle anomalie in questa prima fase, tutto il lavoro 
successivo ne risulta compromesso (Wink, 2006). 
Il DNA può essere estratto da qualsiasi tipo di tessuto o di cellula nucleata. Durante il 
processo di estrazione bisogna fare molta attenzione e cercare di maneggiare il DNA il meno 
possibile, in quanto esso è una molecola molto lunga, sottile, fragile e sensibile alle forze 
meccaniche, e quindi risulta essere molto difficile recuperarlo in forma intatta. Tuttavia, in 
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condizioni normali è sufficiente che durante l'estrazione il DNA si mantenga in frammenti di 
50-100 kilobasi (kb) per poter poi effettuare senza problemi qualsiasi analisi successiva. 
I metodi classici di estrazione del DNA si basano su quattro fasi: 
 lisi delle cellule, fase in cui si ha la distruzione della struttura dei tessuti e delle cellule 
con la formazione del lisato cellulare; 
 inattivazione delle nucleasi (cioè enzimi cellulari); 
 separazione e recupero dell’acido nucleico dalla soluzione contenente il lisato 
cellulare, fase in cui si ha la separazione dell’acido nucleico dai residui cellulari e 
dalle sostanze interferenti; 
 precipitazione e concentrazione degli acidi nucleici, a termine di questa fase il pellet 
solido di DNA è risolubilizzato in fase acquosa con soluzioni saline o acqua 
deionizzata sterile e può essere stoccato a temperatura di refrigerazione per alcune ore 
o congelato per una conservazione prolungata (-20°C). 
Una difficoltà maggiore si ha nell'estrazione del DNA da matrici complesse, come ad esempio 
conserve o semi-conserve a base di carne e pesce, latte e derivati. Infatti, il DNA estratto da 
queste matrici, a causa dei trattamenti subiti durante la lavorazione (in particolare trattamenti 
termici, di acidificazione e di variazione di pressione) risulta spesso altamente degradato, 
presente in minore quantità. Infine, in queste tipologie di prodotto, nel campione di DNA, 
possono essere presenti altre molecole co-estratte che possono influenzare negativamente le 
analisi successive. 
La presenza di inibitori estratti insieme al DNA è uno dei maggiori problemi; tra gli inibitori i 
maggiormente rilevati sono i composti organici e fenolici, polisaccaridi, glicogeno, grassi, 
collagene, metalli come ferro e cobalto (Wilson et al., 1997; Scholz et al., 1998). 
Tali inibitori possono: 
 interferire con le metodiche di estrazione; 
 favorire la degradazione e i processi di ossidazione degli acidi nucleici, 
 inibire le reazione di amplificazione (Wilson et al., 1997). 
 
3.1.FASI DELL'ESTRAZIONE DEL DNA 
 
3.1.1. OMOGENEIZZAZIONE E LISI TISSUTALE 
La lisi delle cellule, con formazione del lisato cellulare, avviene attraverso una distruzione 
fisica, chimica e/o enzimatica; questi processi nei protocolli di estrazione del DNA sono 
spesso abbinati. 
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L'omogeneizzazione del tessuto può essere effettuata attraverso lo sminuzzamento meccanico 
con forbici o lame (Armani et al., 2011b), oppure attraverso l'agitazione in presenza di biglie 
di vetro, ceramica o acciaio (Robe et al., 2003) o con metodi alternativi che si basano 
sull'utilizzo di ultrasuoni (Yeates et al., 1998), o sul congelamento in azoto liquido (Kuske et 
al., 1998) o sullo shock osmotico (Cunha et al., 2001). 
La lisi chimica avviene, invece, per mezzo di detergenti, tra cui quello maggiormente 
utilizzato è il SDS (sodio dodecil solfato) in grado di denaturare le proteine ed emulsionare i 
fosfolipidi, che costituiscono le membrane cellulari, e di liberare quindi il contenuto cellulare 
in soluzione; inoltre, l’SDS possiede l'importante caratteristica di rompere i legami idrofobici 
e i legami idrogeno presenti tra gli acidi nucleici e le proteine, senza interferire con i legami 
covalenti tra i filamenti della doppia elica del DNA (Birnboin&Doly, 1979). Per stabilizzare il 
DNA durante il processo di estrazione possono essere aggiunti alcuni additivi; in particolare 
alcuni polialcoli (come il saccarosio, glucosio, ecc) che limitano le rotture stabilizzando la 
molecola del DNA, o l'EDTA, agente chelante che lega ioni bivalenti come Mg ++ e Ca++ 
necessari per la stabilità della membrana cellulare rendendola quindi più debole e che inibisce 
le DNasi (enzimi in grado di catalizzare l'idrolisi del DNA) proteggendo il DNA da 
degradazioni enzimatiche (Sambrook et al., 2001). 
Infine, la distruzione enzimatica avviene soprattutto grazie all'utilizzo della proteinasi K, una 
endopeptidasi ad azione aspecifica isolata dal fungo saprofita Tritirachium album, la cui 
azione enzimatica è diretta sia verso le proteine di membrana che verso le proteine istoniche 
associate alle molecole di DNA (Sambrook et al., 2001). 
 
3.1.2.PURIFICAZIONE DEL CAMPIONE DALLA COMPONENTE PROTEICA E LIPIDICA 
Nelle metodiche classiche la fase di separazione e di recupero degli acidi nucleici dal lisato 
cellulare avviene per non affinità, cioè rimuovendo tutte le molecole tranne il DNA (Tan and 
Yiap, 2009). 
Un metodo, classicamente applicato per l’allontanamento delle proteine e degli acidi grassi in 
sospensione o in miscela nel lisato cellulare, prevede l'utilizzo di alcuni solventi organici quali 
il fenolo e il cloroformio. Il fenolo è un potente denaturante delle proteine in quanto, 
legandosi ad esse attraverso legami a idrogeno, ne altera la struttura. Le proteine denaturate, 
con i gruppi idrofobici esposti, diventano solubili nella fase fenolica o precipitano 
nell’interfase fenolo acqua; inoltre con le proteine vengono sciolti anche lipidi 
(Chomczynski&Sacchi, 2006). Il cloroformio completa la denaturazione delle proteine, 
rimuove i lipidi e, grazie alla sua elevata densità, facilita la separazione della fase acquosa 
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(contenente il DNA deproteinizzato) da quella organica (fenolica), stabilizzando l’interfaccia 
tra le due fasi. 
Questa fase permette di separare una componente organica inferiore, contenente proteine, da 
una fase acquosa superiore, contenente gli acidi nucleici. 
Nonostante il metodo classico con fenolo/cloroformio sia una tecnica molto efficiente che 
permette il recupero di una grande quantità di DNA, nella pratica odierna si preferisce 
utilizzare altri metodi più rapidi e sicuri per l'operatore, in quanto tale metodo risulta essere 
molto laborioso e tossico (Tagliabracci, 2010; Armani et al., 2014 ). 
La metodica salting out, alternativa all’estrazione organica, si basa sul principio secondo il 
quale la solubilità delle proteine in soluzione dipende dal pH e dalla concentrazioni salina. La 
solubilità delle proteine aumenta lentamente (salting in) se la concentrazioni di Sali è bassa, 
mentre la solubilità delle proteine diminuisce bruscamente (salting out), causando la 
precipitazione delle stesse, se la concentrazioni di Sali è alta. I sali maggiormente utilizzati 
sono il solfato di ammonio, il solfato di potassio ed il solfato di sodio; inoltre ottimi risultati 
sono stati raggiunti anche con l'utilizzo dell'acetato di sodio (Armani et al., 2012a) o del 
cloruro di sodio (Miller, 1988). Infine abbiamo la fase di precipitazione, che avviene di solito 
in alcool etilico o isopropanolo e permette il recupero degli acidi nucleici in forma solida. 
 
3.1.3. PRECIPITAZIONE DEL DNA 
Questa fase ha lo scopo di concentrare, desalificare e recuperare gli acidi nucleici in forma 
solida. Gli alcoli che di solito vengono impiegate per la precipitazione del DNA sono l'etanolo 
o l'isopropanolo. 
L'etanolo per ottenere la precipitazione del DNA viene miscelato in rapporto di almeno 2–2,5 
volumi rispetto alla soluzione del campione e in più vengono aggiunti sali monovalenti (come 
il 3M sodio acetato a ph 5,5, in rapporto 1 a 10 rispetto all'etanolo); tuttavia l'etanolo ha il 
vantaggio di far precipitare scarse quantità di DNA oppure DNA molto frammentato. 
L'isopropanolo viene utilizzato a temperatura ambiente e, per ottenere la precipitazione del 
DNA, viene miscelato in rapporto di 0,6 volumi rispetto alla soluzione del campione pertanto 
esso viene utilizzato in soluzioni con alta presenza di acidi nucleici; esso viene preferito 
all'etanolo in quanto permette la precipitazione degli acidi nucleici senza che ci sia il bisogno 
di variare la forza ionica della soluzione. Inoltre, impedisce la precipitazione dei frammenti 
molto piccoli degli acidi nucleici, i quali essendo funzionalmente inattivi, possono interferire 
con le successive applicazioni molecolari Tuttavia l'isopropanolo ha lo svantaggio di essere 
meno volatile rispetto all'etanolo e tende a far coprecipitare più sali insieme agli acidi 
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nucleici, inoltre, ha bisogno di più tempo per asciugare e c'è quindi un maggior rischio di 
ritrovarlo nel campione finale (Sambrook et al., 2001). 
Infine è importante effettuare un breve lavaggio in etanolo al 70% che permette di rimuovere 
gran parte dei cationi monovalenti (Focà &Lamberti, 2003). 
 
3.2. KIT COMMERCIALI PER L'ESTRAZIONE DEL DNA 
 
In alternativa ai metodi di estrazione precedentemente citati esistono in commercio numerosi 
kit di isolamento e purificazione degli acidi nucleici, in cui il recupero del DNA dalla 
soluzione contenente il lisato cellulare avviene per affinità cromatografica, cioè sfruttando la 
capacità del DNA di adsorbirsi tramite legami selettivi ad un determinato supporto (Tan and 
Yiap, 2009) e successivamente con dei lavaggi rimuovere tutti i contaminanti. Questi metodi 
hanno il vantaggio di non utilizzare reagenti chimici tossici e di accorciare notevolmente i 
tempi di estrazione del DNA, ma tuttavia presentano una resa finale più bassa (Tagliabracci, 
2010; Armani et al., 2014). 
La maggior parte dei kit sfrutta la capacità del DNA (carico negativamente) di adsorbirsi 
tramite legami selettivi ad una matrice silicea (carica positivamente) in presenza di alte 
concentrazioni di sali caotropici, come l'idrocloruro e l'isotiocianato di guanidina, che 
facilitano questo legame. La eluizione degli acidi nucleici si ottiene in condizioni di bassa 
forza ionica (pH > 7) utilizzando acqua distillata od un tampone (TE buffer) (Tan e Yiap, 
2009). In caso di campioni ricchi di cellule, contenenti quindi una grande quantità di acidi 
nucleici, le particelle di silice vengono sostituite con diatomee (pareti cellulari fossilizzate di 
alghe unicellulari), le quali sono di dimensioni maggiori e sono costituite quasi interamente da 
silice; in questo modo si evita la formazione di agglomerati complessi di DNA e silice che, 
non potendosi più risospendere, avrebbero determinato la perdita di materiale genetico (Boom 
et al., 1990). 
Altri kit per l’estrazione del DNA in fase solida prevedono l’utilizzo di supporti magnetici, 
“bead magnetiche”, opportunamente rivestiti con resine di matrice silicea che sfruttano lo 
stesso principio di legame, ma che possiedono una più elevata capacità d'assorbimento del 
DNA (Tan eYiap, 2009). 
Infine, la separazione magnetica è un altro metodo molto semplice ed efficace utilizzato per la 
purificazione degli acidi nucleici. Esso si basa sull'utilizzo di sfere magnetiche che, in 
presenza di sali caotropici, si legano al DNA in maniera reversibile. In seguito la provetta 
contenente le sfere magnetiche legate al DNA viene messa su un campo magnetico che attira 
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le sfere verso il basso lasciando tutte le impurità in alto, le quali vengono poi rimosse (Tan 
and Yiap, 2009). La quantità di DNA che alla fine riusciamo a raccogliere dipende dal 
numero e dalla capacità di adsorbimento delle sfere magnetiche (Tagliabracci, 2010). 
 
3.3. METODO WHATMAN FTA
®
CARDS 
 
Nella fase di reperimento dei campioni morfologicamente identificati per la creazione di un 
database di sequenze di riferimento ci possono essere diversi problemi, quali l'indisponibilità 
di campioni freschi o la provenienza di questi da posti lontani, soprattutto se le specie 
richieste sono endemiche in un'altra area geografica. Inoltre, in caso di specie a rischio 
d'estinzione, l'unica fonte di tessuto può essere rappresentata da campioni conservati in 
etanolo presenti nei musei. Ulteriori problemi sono legati alla conservazione dei campioni 
durante il trasporto ed ai costi di spedizione. 
Le tecniche tradizionali di estrazione del DNA presentano dunque molti limiti, quali: 
 l'utilizzo di sostanze che hanno un'influenza negativa sulla salute umana come ad 
esempio il fenolo e il cloroformio (Lévesque et al., 2000; Babich & Davis 1981); 
 l'eluizione del DNA in soluzioni acquose, che non sono ideali per lo stoccaggio di 
lunga durata (Vijayaraghavan et al., 2010); 
 il degrado dei campioni, soprattutto quelli freschi-umidi, durante il trasporto dal punto 
di raccolta al laboratorio di analisi (Smith & Burgoyne, 2004). 
Per tali motivi è sorta la necessità di mettere a punto metodi alternativi che consentano una 
rapida e sicura estrazione del DNA da qualsiasi tipo di campione e che garantiscano un 
prolungato stoccaggio del DNA estratto senza che questo vada incontro a fenomeni di 
degradazione o di contaminazione. Infine, da non sottovalutare, la facilitazione nel trasporto 
dei campioni. 
Whatman FTA
®
 Cards è una nuova tecnologia sviluppata dalla Whatman Ltd., una divisione 
della General Electric Healthcare, per la raccolta e lo stoccaggio del DNA da campioni 
biologici. Questa tecnica si basa sull'utilizzo di cartine da filtro progettate in modo da: 
 non alterare l'analita di interesse, 
 non interferire con il successivo test diagnostico, 
 rilasciare gli analiti, 
 garantire un ambiente stabile per la conservazione dell'analita, 
 essere in grado di raccogliere un volume di campione sufficiente per le analisi 
successive che si vogliono effettuare (Moscoso H.et al., 2004). 
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Le FTA
®
cards contengono sostanze chimiche brevettate che hanno il compito di lisare le 
membrane cellulari e denaturare le proteine a contatto con gli acidi nucleici in modo che 
quest'ultimi vengano intrappolati, immobilizzati e stabilizzati nelle FTA
®
cards e possano 
essere conservati a temperatura ambiente (Whatman FTA
® 
protocollo 2002). 
Le FTA
®
cards, inoltre, proteggono gli acidi nucleici dalle nucleasi, dal danno ossidativo e dal 
danno causato dai raggi UV (Natarajan et al., 2000; Rogers et al., 2000; Moscoso et al., 2004; 
Smith et al., 2004), e inattivano e impediscono la crescita di batteri e di altri microrganismi 
(inclusi i patogeni ematogeni) che potrebbero contaminare il campione (Whatman FTA
® 
protocollo 2002). 
La raccolta del campione sulle FTA
®
cards è estremamente veloce e per nulla invasiva: il 
campione viene applicato sulle cartine e fatto essiccare (in questo modo le sostanze chimiche 
presenti sulle cartine lisano le membrane cellulari e gli acidi nucleici vengono inglobati sulle 
cartine); successivamente un piccolo disco tagliato dalla cartina FTA
®
cards viene lavato 
diverse volte per rimuovere le contaminazioni e le proteine legate agli acidi nucleici; a questo 
punto, il DNA è disponibile direttamente, oppure può essere eluito, per essere amplificato 
tramite PCR o per essere stoccato (Smith & Burgoyne ,2004). 
Le metodiche tradizionali di estrazione del DNA presentavano il limite di degradare 
facilmente il campione di DNA. Le FTA
®
cards, invece, sono risultate molto efficaci nel 
fissare immediatamente il DNA e nell'inibire la degradazione dei campioni di DNA dopo la 
loro raccolta (Dove et al., 2010); inoltre le FTA
®
cards sono ideali per il trasporto a 
temperatura ambiente e possono essere conservate senza particolari problemi per molti anni, 
in media circa 8 anni, come hanno dimostrato recenti studi (Mullen et al., 2009) o addirittura 
fino a 14 anni (Rensen et al., 2006). 
Le FTA
®
cards possono essere sia di colore bianco che rosa; quelle bianche vengono utilizzate 
per l’applicazione di campioni facilmente visualizzabili su carta come per esempio il sangue; 
invece per la raccolta di campioni trasparenti o incolori, come i liquidi di risospensione dei 
tamponi, è consigliabile utilizzare le cartine rosa che contengono una indicatore che permette 
di convertire in bianco la porzione della cartina esattamente nel punto in cui viene applicato il 
campione (Whatman FTA
®
 protocollo 2002). 
 
3.3.1. APPLICAZIONI PRATICHE DELLE FTA
®
CARDS 
Le FTA
®
cards sono state applicate inizialmente ai tessuti umani, in particolare sangue, e ai 
microrganismi, e solo in un secondo momento sono state utilizzate anche per l'estrazione del 
DNA da piante (Roy e Nassuth 2005; Drescher e Graner, 2001), da tessuti animali (Borisenko 
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et al., 2008;. Lucentini et al., 2006;. Crabbe 2003), (Carr & Appleyard 2008), e per indagini 
microbiologiche e parassitarie (Tandon et al., 2007; Lampel et al., 2000; Kuboki et al., 2003; 
MacLean et al., 2004) (Tabella 2). 
Per quanto riguarda la procedura di raccolta del campione di sangue sulle FTA
®
cards è 
sufficiente depositare qualche goccia di sangue nella zona centrale della cartina facendo 
attenzione a non depositarne una quantità eccessiva; successivamente si lasciano asciugare le 
FTA
®
cards a temperatura ambiente, senza riscaldarle, in quanto ciò potrebbe fissare alcuni 
inibitori della PCR sulla matrice fibrosa. Se il campione non deve essere utilizzato al 
momento, le FTA
®
cards vengono messe in un sacchetto multi-barriera di plastica trasparente 
con essiccante e conservate in un ambiente fresco e asciutto a umidità controllata (Smith & 
Burgoyne, 2004). 
Grazie alla sua semplicità, rapidità e ad un buon rapporto costo-efficacia tale metodo è stato 
applicato in numerosi altri campi. 
Le FTA
®
cards sono risultate molto utili per le indagini microbiologiche e parassitarie. In 
particolare, hanno trovato largo impiego per la diagnosi di malattie infettive come ad esempio 
la Tripanosomiasi applicando direttamente il campione di sangue sulle FTA
®
cards (Ahmed et 
al., 2011). Le FTA
®
cards, grazie alle sue proprietà virus-cide e battericide, hanno trovato 
largo impiego come metodo per l'archiviazione a lungo termine e lo stoccaggio di sospensioni 
cellulari batteriche di oltre 400 ceppi batterici, in quanto l'inattivazione delle cellule batteriche 
sulle FTA
®
cards rende tale metodo ideale per l'immagazzinamento e il trasporto degli acidi 
nucleici batterici (Rajendram et al., 2006). Altri studi hanno dimostrato l'utilità delle 
FTA
®
cards per il rilevamento di genomi virali (Picard-meyer et al., 2007; Ndunguru et al., 
2005; Owor et al., 2007); nello specifico, sono stati fatti studi per la ricerca di infezioni da 
Virus dell’Immunodeficienza Umana (HIV) (Mehta N. et al., 2009), per l'infezione da 
Citomegalovirus (CMV) (Yamagishi Y. et al., 2006 ; Binda S. et al., 2004; Yamamoto A.Y. 
et al., 2001; Leruez-Ville M. et al., 2011), per i Virus dell’epatite A e C (HAV/HCV) 
(Desbois D. et al., 2009; A. Carlos de Castro Toledo Jr. et al., 2005), da virus dell’epatite B 
(Jardi R. et al., 2004) e molti altri ancora. Le FTA
®
cards si sono dimostrate un metodo 
pratico e sensibile anche per il campionamento, lo stoccaggio e il recupero delle sequenze 
genomiche dei patogeni virali dalle piante in condizioni di campo (Ndunguru et al., 2005). 
Successivamente le FTA
®
cards hanno trovato impiego anche per l'identificazione di specie. 
Dove et al., (2010) le hanno utilizzate per la raccolta di tessuti dei volatili coinvolti nelle 
collisioni con gli aerei (“bird-strike”). Infatti, l'identificazione di specie risulta molto 
importante per organizzare un programma di gestione e di prevenzione della sicurezza aerea. 
 57 
 
Inizialmente l'identificazione di specie si basava solo sul riconoscimento delle piume, ma 
successivamente questo metodo è stato affiancato da tecniche di identificazione molecolare 
(Dove et al., 2010): ottenere sequenze di DNA da campioni in campo è diventato uno 
strumento importante per l'identificazione di resti di uccelli impattati con gli aerei (Dove et 
al., 2008). 
Nel 2008-2009, per valutare l'efficienza delle FTA
®
cards in campo, sono state analizzate più 
di 200 FTA
®
Cards contenenti tessuti o sangue di uccelli abbattuti. Il protocollo di estrazione 
delle FTA
®
Cards, risultato efficace nel 63% dei casi, è stato confrontato con quello da tessuto 
secco, risultato efficace nel 75% dei casi (Dove et al., 2010). 
Un altro campo dove le FTA
®
Cards hanno trovato applicazione è quello dell'entomologia 
forense (Tack et al., 2007), che studia i cicli vitali di quegli insetti che, sviluppandosi sui resti 
umani in decomposizione, sono utilizzabili per determinare la datazione della morte. In questo 
ambito, negli ultimi anni, sono stati fatti numerosi studi per dimostrare l'utilità del DNA per 
scopi identificativi. 
Le FTA
®
Cards si sono dimostrate un metodo semplice ed efficiente per l'estrazione del DNA 
da insetti appartenenti alla famiglia delle Calliphoridae. Infatti, consentono lo stoccaggio e il 
trasporto dei campioni senza refrigerazione, il che risulta assai importante nel semplificare la 
gestione del DNA nei casi di entomologica forense. Uno studio ha dimostrato la capacità delle 
cards di estrarre DNA, di alta qualità e nella quantità ideale da impiegare nella reazione della 
PCR, da insetti di età diversa (larve, pupe, adulti) (Harvey et al., 2005). 
Le FTA
®
Cards sono state utilizzate anche per l'estrazione, il trasporto e lo stoccaggio di DNA 
da 9 specie di coralli (le sclerattinie). Gli studi di genetica molecolare sui coralli sclerattinie 
sono di notevole interesse in quanto possono rivelare effetti genetici dell'inquinamento e 
dell'ambiente, ed essere utili per analizzare sia i polipi che le zooxantelle (alghe unicellulari) 
che vivono in simbiosi con i coralli. Con le FTA
®
Cards si è reso più facile lo studio del 
materiale genetico di un'ampia varietà di coralli sclerattinie superando quindi il limite legato 
al fatto che i coralli si trovano spesso in località remote lontano dalle strutture di laboratorio 
(Crabbe & James 2003). 
Le FTA
®
Cards, in associazione con un kit commerciale di estrazione del DNA (Kit Sigma 
Extract-N-Amp ™ impianto PCR), si sono dimostrate un metodo valido anche per l'estrazione 
e il successivo stoccaggio del DNA da funghi freschi e secchi (Dentiger et al., 2010). 
Nonostante queste potenzialità, le FTA
®
cards hanno avuto un uso molto limitato nel campo 
del controllo degli alimenti. Infatti, sono state utilizzate soltanto per la ricerca di DNA 
batterico nel latte crudo, nei di prodotti lattiero-caseari e nei campioni di latte mastitico (Tack 
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et al., 2007) Al contrario, la loro applicazione per l’autenticazione degli alimenti è ancora 
limitata. 
Tuttavia la crescente consapevolezza dei consumatori riguardo la sicurezza alimentare ha 
portato alla necessità di ricorrere ad esami più approfonditi sulla qualità del cibo, in 
particolare sulle origini dei prodotti e sulle materie prime utilizzate per produrre cibi 
geneticamente modificati. Questa necessità apre le porte ad un maggior impiego delle 
FTA
®
cards anche in questo settore. 
Ad oggi, le FTA
®
cards sono state impiegate per il rilevamento del DNA di sostanze proibite, 
come carne e ossa, utilizzate nell'alimentazione del bestiame e nei mangimi per tenere sotto 
controllo il problema delle TSE (encefalopatie spongiformi trasmissibili) (Muldoon et al., 
2004). 
Le FTA
®
cards sono state testate anche per l'estrazione del DNA endogeno di soia (Kahikara 
et al., 2006). In particolare sono stati presi in considerazione il natto e il succo di soia, 
(Ogasawara et al., 2003; Tzu-ming e Tsung-wei, 2003). 
Questo studio ha dimostrato l'efficacia delle FTA
®
cards per l'estrazione e il rilevamento del 
DNA di soia applicando semplicemente il succo di soia o il natto direttamente sulla cartina, 
che in seguito potrà essere utilizzata per la PCR oppure per essere conservata per lungo tempo 
a temperatura ambiente. Questo metodo, oltre ad essere semplice, si è rivelato anche molto 
veloce e pratico e consente quindi di analizzare un largo numero di campioni 
contemporaneamente (Kakihara et al., 2006). In particolare si è dimostrato efficace anche per 
i prodotti trasformati, i quali sono sottoposti a vari trattamenti fisici o chimici che possono 
danneggiare o addirittura rimuovere il DNA genomico (Kahikara et al., 2006;. Lampel et al., 
2000). 
Infine negli ultimi anni sono state introdotte sul mercato le FTA
®
Eluire Cards, è una variante 
delle FTA
®
cards tradizionali in cui il DNA viene solubilizzato in acqua, anziché essere 
attaccato alla matrice di carta. Queste sono state progettate per l'estrazione del DNA dal 
sangue; tuttavia è stata dimostrata la loro efficacia anche per altri campioni biologici, come ad 
esempio per il DNA delle cellule buccali, semplificando la raccolta, la spedizione, 
l'archiviazione e la purificazione di acidi nucleici (De vargas Wolfgramm et al., 2009). Le 
FTA
®
Eluire Microcards sono state impiegate inoltre per affrontare problemi di biosicurezza, 
come ad esempio nel campionamento degli abaloni (molluschi) di acquacoltura in seguito ai 
problemi sorti per la diffusione di un virus (AGV) in grado di sterminare molti esemplari di 
abalone (Carr et al., 2008). 
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CAPITOLO 4 
SCOPO DELLA TESI 
La diffusione delle frodi in campo alimentare è in continua crescita in relazione a vari fattori, 
in particolar modo all’aumento del consumo di prodotti pronti/trasformati che non permettono 
l’identificazione di specie attraverso il semplice esame ispettivo/visivo. In tale contesto, come 
strumento di lotta alle frodi alimentari, le analisi molecolari hanno assunto sempre maggiore 
rilevanza. Attualmente, le metodiche molecolari basate sul DNA sono considerate la tecnica 
d’elezione per l’identificazione di specie in ambito ispettivo. Tali metodiche prevedono uno 
step preliminare di estrazione del DNA dai tessuti di riferimento. Tuttavia, le metodiche 
tradizionali di estrazione del DNA presentano alcuni limiti, quali la difficoltà di utilizzo in 
campo, la possibile degradazione dei campioni durante il trasporto, l’impiego talvolta di 
sostanze tossiche per la salute umana come il fenolo e il cloroformio e l’instabilità nello 
stoccaggio di lunga durata del DNA estratto. Per superare tali limiti è sorta la necessità di 
mettere a punto metodi alternativi di estrazione del DNA, tra i quali è stato proposto l’utilizzo 
delle FTA
®
cards.  
Lo scopo di questa tesi è quello di mettere a punto un protocollo di estrazione del DNA basato 
sulle FTA
®
cards da applicare in ambito ispettivo ai fini della verifica delle informazioni di 
tracciabilità.  Infatti, nonostante le FTA
®
cards rappresentino un evoluzione rispetto alle 
metodiche estrattive classiche, la loro applicazione per il controllo degli alimenti è ancora 
limitato. In particolare, nel nostro studio le FTA
®
cards sono state utilizzate per sviluppare un 
protocollo di estrazione del DNA ed amplificazione diretta  a partire da tessuto muscolare di 
pesci, mammiferi ed uccelli. 
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CAPITOLO 5 
MATERIALI E METODI 
 
5.1. RACCOLTA DEI CAMPIONI 
5.1.1. CAMPIONI DI RIFERIMENTO DI TESSUTO FRESCO. 
In questo studio sono state impiegate 23 specie (Tabella 3). Tra queste 11 erano pesci, 6 
mammiferi e 6 uccelli. In particolare, considerando che il contenuto di grassi può interagire 
con il DNA influenzando negativamente sia l'estrazione che l’amplificazione dello stesso 
mediante PCR (Wilson 1997; Besbes et al., 2011; Armani et al., 2014), le specie sono state 
selezionate in base al tenore di grassi (Tabella 3). In totale, sono stati raccolti 69 campioni di 
muscolo freschi (3 campioni per specie), i quali sono stati conservati a una temperatura di 
+4°C fino alla successiva estrazione del DNA. Tutti i tessuti muscolari derivavano da 
esemplari morfologicamente identificati al macello o al mercato ittico. I tessuti muscolari 
sono stati campionati da aree del corpo diverse a seconda delle specie. Tutti i campioni sono 
stati utilizzati per lo sviluppo del protocollo di estrazione e amplificazione usando le FTA
®
 
cards. 
 
5.1.2. CAMPIONI DI RIFERIMENTO DI TESSUTO CONSERVATO IN ETANOLO. 
Per lo sviluppo del metodo sono stati inclusi anche 48 campioni provenienti da 16 specie di 
pesce. mantenuti in etanolo per tempi differenti (da 9 a 16 mesi) (Tabella 3). 
 
5.2. ESTRAZIONE DEL DNA MEDIANTE DIGESTIONE ENZIMATICA ACCOPPIATA 
CON PROCEDURA SALTING-OUT (METODO DI RIFERIMENTO) E 
AMPLIFICAZIONE DEI CAMPIONI DI RIFERIMENTO CON PROTOCOLLO 
STANDARD DI PCR. 
 
5.2.1. ESTRAZIONE DEL DNA MEDIANTE METODO DI RIFERIMENTO. 
Il DNA totale è stato estratto da tutti i 117 tessuti di riferimento (69 freschi e 48 conservati in 
etanolo) secondo il metodo proposto da Armani et al. (2014). 
La quantità di DNA ottenuta è stata quindi stimata misurando l'assorbanza a 260 nm 
utilizzando uno spettrofotometro NanoDrop ND -1000 (Nanodrop Technologies, Wilmington, 
DE, Stati Uniti). La qualità è stata valutata utilizzando il rapporto di assorbanza a 260/280 nm 
e a 260/230 nm. Per ogni campione, è stata preparata una concentrazione di lavoro di 100 
ng/µl. 
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5.2.2. PROTOCOLLO DI AMPLIFICAZIONE STANDARD. 
Tutti i campioni sono stati amplificati con i primers di Handy et al. (2011), per 
l'amplificazione di una regione di ~ 655bp del gene mitocondriale COI con il seguente 
protocollo di PCR: 20 μL di volume di reazione contenente 2 μL di tampone 10X (5Prime, 
Gaithersburg, Stati Uniti d'America), 100 mM di ciascun dNTP (Euroclone, Pavia, Italia), 250 
Nm di primer, 25 ng/mL di BSA (New England BIOLABS® Inc. Ipswich, MA, USA), 1,25 
di U PerfectTaq DNA polimerasi (5Prime, Stati Uniti d'America), 100 ng di DNA e acqua 
sterile (5Prime, Gaithersburg, Stati Uniti d'America) con il seguente programma: 
denaturazione a 94 °C per 3 minuti; 45 cicli a 94 °C per 30 s, 55 °C per 30 s, 72 ° C per 30 s; 
estensione finale a 72 °C per 10 min. 
 
5.2.3. VISUALIZZAZIONE DEI PRODOTTI DI PCR E QUANTIFICAZIONE 
DELL'INTENSITA' DELLE BANDE. 
I prodotti di PCR (5μL) sono stati mescolati con 2.5 μL di loading buffer e caricati su un gel 
di agarosio al 2% (GellyPhorLE , Euroclone, UK) colorato con GelRed ™ nucleide Acid Gel 
Stain (Biotium, Hayward, CA, USA) per la corsa elettroforetica. Sono stati poi visualizzati in 
transilluminazione ultravioletta per valutare la presenza di frammenti di lunghezza attesa 
attraverso un confronto con il marcatore standard SharpMass™ 50 DNA-ladder (Euroclone, 
Wetherby, UK). 
I risultati dell'amplificazione sono stati utilizzati per calcolare: 
- tasso di amplificazione: numero di bande ottenute / numero di campioni di DNA amplificati 
- intensità della banda (concentrazione dell’amplicone): mediante comparazione con le bande 
del marcatore. Una concentrazione di circa 50 ng/µL è stata utilizzata come soglia per 
discriminare una amplificazione di buona qualità come proposto da Armani et al. (2015a), 
mentre una concentrazione di 10 ng/µL è stata assunta come soglia minima per la 
sequenziabilità dell'amplicone. 
Questi risultati sono stati poi confrontati con quelli ottenuti usando campioni di DNA trattati 
secondo i protocolli di estrazione mediante FTA
®
cards (vedere sezione 5.3.4). 
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5.3. SVILUPPO E OTTIMIZZAZIONE DEI PROTOCOLLI DI LEGAME E DI 
AMPLIFICAZIONE DEL DNA USANDO LE FTA
®
CARDS
 
. 
 
5.3.1. PREPARAZIONE DEI TESSUTI DI RIFERIMENTO 
I campioni di tessuto fresco sono stati testati sia tal quali che dopo un pre-trattamento con 
etanolo, considerando che l’etanolo può ridurre l’influenza del grasso sull’estrazione del DNA 
(Armani et al., 2014). Per il pretrattamento le aliquote di tessuto (~100 mg) sono state 
immerse in etanolo al 100% per 10 minuti a temperatura ambiente e successivamente in 
etanolo al 70% (30/70, v/v) per tempi diversi (1, 3, 6 e 24 h) mantenendole a 4°C. Sia il pH 
del tessuto fresco non pretrattato che di quello trattato in etanolo è stato valutato usando 
PEHANON® pH-test strips (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Düren, Germany). In 
seguito, le aliquote di tessuto non pretrattato e quelle pretrattate con etanolo per tempi diversi 
sono state immerse in 400μl di differenti buffer di riequilibratura e poste su un termo-mixer 
(EuroClone T-shaker, EuroClone S.p.A., Pero, MI, Italy) a 100 rpm a RT per 30 minuti per 
valutare il loro potere tampone sul pH dei tessuti. In particolare, sono stati testati un buffer 
Tris 1M a diverso pH (7.0, 8.0, 9.0, 10.0) ed il buffer di lisi [500 Il pH è stato nuovamente 
valutato dopo questi processi. Le prove di valutazione dei vari tamponi sono state effettuate 
solo su una parte dei campioni (10 specie, 6 pesci, 2 mammiferi e 2 uccelli). In base ai 
risultati preliminari ottenuti, il buffer di lisi è stato selezionato come buffer di riequilibratura. 
I 48 campioni di riferimento di tessuto conservato in etanolo sono stati sottoposti solo a 
riequilibratura del pH mediante buffer di lisi. 
 
5.3.2. PREPARAZIONE DELLE FTA
®
CARDS. 
Con lo scopo di ridurre i costi e di velocizzare l’utilizzo delle FTA®cards , ogni prova è stata 
eseguita utilizzando piccole strisce (10×2 mm) tagliate dalle FTA
®
cards intere utilizzando 
forbici autoclavate due volte, invece di punzonature tonde ottenibili con un punch come 
proposto dalla casa produttrice 
(http://www4.ncsu.edu/~rgfranks/research/protocols/FTA%20cards%20protocols/BD08%20-
%20Preparing%20an%20FTA%20Disc%20for%20Analysis.pdf). Dopo la fase di legame del 
DNA (sezione 5.3.3), ogni striscia è stata tagliata per ottenere 3 piccoli quadrati (3,3×2 mm) 
con un’area di circa 6,6 mm2 . Per ogni campione sono state preparate tre strisce (n=9 
quadrati). 
  
 63 
 
5.3.3 LEGAME AL DNA PER APPOSIZIONE DIRETTA DEL TESSUTO SU FTA
® 
CARDS.  
Alla fine della fase di riequilibrio del pH con il tampone ~ 100 mg di tessuto (sia non 
pretrattato che pre-trattato con etanolo per diversi tempi) sono stati direttamente apposti sulle 
strisce di FTA
®
 card premendo delicatamente con un vetrino per 10 minuti, avendo cura che 
non rimanesse tessuto attaccato alle FTA
®
 cards. 
Successivamente le strisce sono state messe ad essiccare in stufa a 37°C fino a completa 
asciugatura. Una volta asciutta ciascuna striscia è stata suddivisa in 3 quadrati come descritto 
nella sezione 5.3.2) che sono stati inseriti separatamente in una provetta da 0,2 ml per essere 
sottoposti alla fase di lavaggio secondo le istruzioni del produttore 
(http://www4.ncsu.edu/~rgfranks/research/protocols/FTA%20cards%20protocols/BD08%20-
%20Preparing%20an%20FTA%20Disc%20for%20Analysis.pdf). In breve, ciascuna cartina è 
stata lavata due volte con 200 µl di reagente di purificazione per FTA
® 
cards e due volte con 
200 µl di TE buffer, incubando ogni volta per 5 minuti a temperatura ambiente. Dopo i 
lavaggi le cartine sono state poste in stufa a 56°C fino a completa asciugatura. 
 
5.3.4. AMPLIFICAZIONE DIRETTA DA FTA
®
CARDS. 
Tutti i quadrati di FTA
®
 cards ottenuti con il metodo descritto (sezioni 4.3.1, 4.3.2 e 4.3.3) 
sono stati direttamente amplificati nelle provette da 0,2 ml in cui è stato effettuata la fase di 
lavaggio e successiva asciugatura. Inizialmente l'amplificazione è stata effettuata secondo il 
protocollo standard descritto nella sezione 5.2.2 sugli stessi campioni utilizzati per le prove 
del buffer di lisi (10 specie, 6 pesci, 2 mammiferi e 2 uccelli). Tuttavia, vista la "bassa 
intensità" delle bande rispetto a quelle ottenute dall'amplificazione del DNA estratto con il 
metodo di riferimento, il protocollo di amplificazione è stato modificato utilizzando differenti 
concentrazioni di primers e diverse concentrazioni di MgCl2, nucelotidi e Taq polimerasi con 
lo scopo di ottenere bande di maggiore intensità. Le prove sono state condotte sugli stessi 
campioni modificando un solo parametro per volta. Sulla base dei risultati ottenuti prove si è 
ritenuto opportuno modificare soltanto la concentrazione dei primers utilizzandoli in 
concentrazione doppia rispetto al protocollo descritto nella sezione 5.2.2. 
I prodotti di PCR (5μL) sono stati visualizzati mediante elettroforesi su gel d'agarosio. Sono 
stati valutati il tasso di amplificazione e l'intensità delle bande come descritto in sezione 5.2.3. 
 
5.4. ANALISI STATISTICA.  
Il test del chi quadro di Pearson e il test esatto di Fisher sono stati utilizzati per confrontare il 
tasso di amplificazione ottenuto attraverso l'amplificazione dopo estrazione mediante metodo 
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di riferimento e mediante FTA
®
 cards. Il test t di Student a due code è stato utilizzato per 
confrontare la concentrazione media dei prodotti di PCR (stimata grazie al confronto tra 
l'intensità delle bande e l'intensità del marcatore) ottenuta dopo estrazione con metodo di 
riferimento e dopo estrazione con FTA
®
 cards. La stessa analisi statistica è stata eseguita per 
confrontare il tasso di amplificazione (attraverso test del chi quadro e test esatto di Fisher) e le 
concentrazioni (attraverso test di Student) ottenute applicando diversi protocolli (diversi tempi 
di pretrattamento in etanolo) per l'estrazione con le FTA
®
 cards. 
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CAPITOLO 6 
RISULTATI E DISCUSSIONI 
 
6.1. RACCOLTA DEI CAMPIONI 
 
6.1.1. CAMPIONI DI RIFERIMENTO DI TESSUTO FRESCO. 
Le 23 specie campionate in questo studio, costituite da 11 pesci, 6 mammiferi e 6 uccelli 
(Tabella 3), sono state selezionate in base all’interesse commerciale. Per ogni specie sono stati 
utilizzati 3 campioni, per un totale di 69. In particolare, le specie di pesce, per le quali esiste 
una categorizzazione merceologica in funzione del contenuto di grassi, sono state selezionate 
in base a questo parametro, secondo la classificazione proposta da Ackman (1988). Infatti, i 
lipidi possono interagire con il DNA influenzando negativamente sia l'estrazione che 
l’amplificazione dello stesso mediante PCR (Wilson 1997; Besbes et al., 2011; Armani et al., 
2014).  
I campioni di tessuto utilizzati per l’estrazione del DNA sono stati prelevati da muscoli 
differenti in funzione della specie (Tabella 3).  
Ad oggi, nessuno studio ha utilizzato il muscolo come tessuto target per la raccolta del DNA 
mediante FTA
®
 cards. Infatti, nei lavori precedenti sono stati selezionati tessuti molto più 
irrorati, e quindi più ricchi di sangue, come cuore, fegato, rene e milza (Borisenko et al., 
2008), molto probabilmente nell’ottica di sfruttare il sangue presente nei tessuti come fonte di 
DNA. Anche nello studio di Dove et al., 2010, nel quale le FTA
®
cards sono state applicate 
sulle carcasse di uccelli morti in seguito ad impatto con aerei, pur essendo plausibile che siano 
stati utilizzati frammenti di tessuto muscolare, il muscolo non ha comunque rappresentato il 
tessuto target.  
 
6.1.2. CAMPIONI DI RIFERIMENTO DI TESSUTO CONSERVATI IN ETANOLO. 
In questo studio sono stati inclusi anche 48 campioni di tessuto conservati in etanolo e 
appartenenti a 16 specie di pesci (Tabella 3). Le specie sono state selezionate in base alla 
disponibilità dei tessuti presenti nel nostro laboratorio. I campioni utilizzati erano stati 
conservati in etanolo per un tempo variabile (da 9 a 16 mesi) (Tabella 3). Tali campioni sono 
stati utilizzati considerando che i tessuti di riferimento utilizzati per l’analisi del DNA sono 
spesso forniti da musei o istituti di ricerca nei quali i tessuti sono conservati in etanolo e che 
attualmente non sono presenti in letteratura studi riguardo l’applicazione delle FTA®cards su 
campioni conservati per lungo tempo in etanolo. 
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6.2. ESTRAZIONE DEL DNA MEDIANTE DIGESTIONE ENZIMATICA ACCOPPIATA 
CON PROCEDURA SALTING-OUT (METODO DI RIFERIMENTO) E 
AMPLIFICAZIONE DEI CAMPIONI DI RIFERIMENTO CON I PROTOCOLLI 
STANDARD DI PCR. 
 
6.2.1. ESTRAZIONE DEL DNA MEDIANTE METODO DI RIFERIMENTO 
Una tecnica di estrazione ideale dovrebbe massimizzare la resa del DNA, minimizzare la 
degradazione del DNA, ed essere efficace in termini di costi, tempo, lavoro e materiali 
utilizzati. Inoltre, si dovrebbe anche garantire la rimozione della maggior parte delle sostanze 
che possono agire come inibitori della PCR (Rådström et al., 2004;. Bessetti 2007). Nelle 
analisi molecolari basate sul DNA, la fase di estrazione del DNA è quella più delicata e che 
richiede maggiore impegno in termini di tempo. Tra gli approcci tradizionali di estrazione del 
DNA quelli che sono largamente in uso sono il protocollo fenolo-cloroformio e i kit 
commerciali (Tan & Yiap, 2009). Il metodo fenolo-cloroformio, anche se applicabile a molte 
matrici differenti, e in grado di garantire un elevato recupero DNA, comporta l’utilizzo di 
materiali tossici che possono implicare rischi per gli operatori e per l’ambiente. D'altra parte il 
principale svantaggio dei kit commerciali è quello della bassa resa del DNA, anche se la 
purezza del DNA è molto elevata (Di Bernardo et al., 2007; Akkurt 2012). Al fine di superare 
questi problemi è stato sviluppato recentemente sviluppato presso il FishLab un metodo di 
estrazione del DNA su base non organica basato sulla metodica del salting-out (Armani et al., 
2011b). Pertanto, anche in questo lavoro abbiamo utilizzato questo metodo basato sul salting-
out con l’aggiunta di beads magnetiche. Con questo metodo, il DNA totale è stato estratto con 
successo da tutti i 117 campioni di riferimento (69 freschi e 48 conservati in etanolo), 
ottenendo una buona resa (resa media =256,4 µg/mg, range 12,02-955,55 µg/mg) ed una 
buona qualità (valore medio rapporto 260/280 = 2,06 e valore medio rapporto 260/230 = 
1,95). I valori sono riportati in dettaglio nella Tabella 4. 
 
6.2.2. PROTOCOLLO DI AMPLIFICAZIONE STANDARD 
I primers selezionati per l’amplificazione sono stati disegnati per l’amplificazione di un 
frammento di 655 pb del gene Citocromo c ossidasi (COI) nei pesci (Handy et al., 2011). 
Tuttavia, in un recente studio eseguito presso il FishLab, è stato validato il loro utilizzo anche 
per l’amplificazione di DNA proveniente da molteplici specie di mammiferi ed uccelli 
(Armani et al., 2015a). Per questo motivo sono stati selezionati anche nel presente lavoro. In 
particolare, utilizzando tali primers per l’amplificazione del DNA estratto dai tessuti freschi 
 67 
 
mediante la metodica di riferimento abbiamo ottenuto un tasso di amplificazione del 100% 
per pesci, mammiferi e uccelli (Tabella 5). Lo stesso tasso di amplificazione (100%) è stato 
osservato anche nel precedente lavoro Armani et al., (2015a). Tale risultato evidenzia inoltre 
come la metodica di estrazione selezionata, sia capace di produrre un DNA privo di inibitori 
che spesso non possono essere evidenziati attraverso una preventiva valutazione 
spettrofotometrica.  
La concentrazione dei prodotti di PCR è stata stimata attraverso il confronto dell’intensità 
delle bande ottenute con quella di un marker di riferimento a concentrazione nota 
(SharpMass™ 50 DNA-ladder, Euroclone, Wetherby, UK), Il valore medio, valutato su tutti i 
campioni è risultato pari a 42,17 ng/µl, range compreso tra 21,67 e 60 ng/µl). In particolare, la 
concentrazione media dei prodotti di PCR è risultata più elevata per gli uccelli (48,89 ng/µl), 
leggermente inferiore per i mammiferi (43,89 ng/µl) e per i pesci (39,35 ng/µl). I dettagli sono 
riportati in Tabella 6. Considerando che la maggior parte dei servizi di sequenziamento 
richiede una concentrazione di prodotto di PCR non purificato compresa tra 10 e 50 ng/µl 
(Armani et al., 2015a), anche sulla base della nostra esperienza, abbiamo considerato 
sufficiente per l’invio al sequenziamento una concentrazione minima di 10 ng/µl. Il 100% dei 
campioni estratti con RM e amplificati con il protocollo standard presentavano un valore di 
concentrazione superiore a questa soglia (Tabella 6). Tali dati avvalorano ulteriormente 
l’efficienza dei primers di Handy et al., 2011 nell’amplificazione del gene COI in specie 
diverse dai pesci.  
 
6.3. SVILUPPO E OTTIMIZZAZIONE DEI PROTOCOLLI DI LEGAME E DI 
AMPLIFICAZIONE DEL DNA USANDO LE FTA
®
CARDS. 
 
6.3.1. LEGAME DEL DNA SU FTA
®
CARDS. 
Questa fase risulta essere molto critica e, per questo motivo, è stata adattata in vari lavori a 
seconda del materiale da campionare (Tabella 2). Le FTA
®
cards sono infatti state progettate 
per l’estrazione di DNA da tessuti e liquidi biologici, come sangue e saliva, che in piccole 
quantità venivano fatti cadere direttamente sulla FTA
®
cards (Tabella 2). Tuttavia, diversi 
studi hanno proposto dei protocolli modificati. In particolare, per quanto riguarda 
l'apposizione di sangue su FTA
®
cards, nel lavoro di Ahamed et al., (2011) è stata provata sia 
l'applicazione di sangue intero direttamente sulle FTA
®
cards con successiva amplificazione 
diretta (35,6% di amplificabilità) oppure previa eluizione con Chelex®100 (amplificabilità 
56,4%), sia l'applicazione di sangue lisato sulle FTA
®
cards con successiva amplificazione 
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diretta (73,3%) oppure previa eluizione con Chelex®100 (73,3%), e infine anche l'estrazione 
in campo utilizzando kit commerciali (68,3%). L'approccio migliore si è rivelato il 
trasferimento del sangue intero direttamente sulle FTA
®
cards e la successiva eluizione con 
Chelex®100. Pertanto, secondo gli autori, anche se l'approccio con sangue lisato migliora la 
sensibilità della metodica, è costoso e richiede maggior tempo. Sempre per quanto riguarda il 
sangue, nello studio di Smith & Burgoyne (2004) viene messa in evidenza la necessità di non 
caricare troppo sangue, e di conseguenza troppo DNA sulla FTA
®
cards, in quanto i globuli 
rossi degli uccelli sono nucleati e quindi contengono maggiori quantità di DNA. Infatti, un 
eccessiva quantità di DNA può determinare un effetto inibitorio sulla reazione di PCR 
(Markoulatos et al., 2002). Nello studio di Smith & Burgoyne (2004), viene anche riportata la 
modalità di apposizione della saliva sulle FTA
®
cards. In particolare, la saliva può essere fatta 
gocciolare direttamente sulla FTA
®
card così come avviene per i campioni di sangue, oppure 
mediante tamponi sulle gengive che poi vengono strofinati sulle FTA
®
cards. Gli autori hanno 
dimostrato che nel secondo caso si riesce ad ottenere una quantità maggiore di DNA in quanto 
col tampone viene staccato un numero maggiore di cellule.  
In altri lavori, invece, i campioni sono stati omogenizzati prima dell’applicazione sulle 
FTA
®
cards. L'omogeneizzazione di campioni di matrici liquide è stata ottenuta grazie 
all’aggiunta di un buffer di lisi, come riportato per le sclerattinie (Crabbe et al., 2003) o per il 
natto (Kakihara et al., 2006). In altri studi, per matrici più solide, l'azione del buffer di lisi è 
stata coadiuvata dall'utilizzo di un pestello in plastica e un mortaio per favorire 
l'omogeneizzazione delle larve di bivalvi (Bendezu et al., 2005) o un micropestello per gli 
insetti appartenenti al genere Calliphoridae (Harvey et al., 2005), o un martello di gomma per 
i funghi (Detinger et al., 2010). In seguito all’omogeneizzazione il campione è stato applicato 
ad una FTA
®
card e lasciato asciugare per un minimo di 1 h.  
Successivamente, le FTA
®
cards sono state utilizzate con successo anche tramite apposizione 
diretta su tessuti solidi sia di animali che di vegetali o su altre tipologie di matrici, come i cibi 
(Tabella 2). Per queste applicazioni sono state introdotte alcune modifiche alla fase di 
apposizione della matrice alle FTA
®
card. In particolare, in alcuni studi è stata testata con 
successo la semplice apposizione, senza pressione, di tessuti sulle FTA
®
cards, come nello 
studio eseguito da Dove et al., 2010) o sugli abaloni (Carr et al., 2008) o sulle foglie di mais 
(Park et al., 2010). 
Nel nostro lavoro, considerando: 
 la natura solida della matrice prescelta,  
 la volontà di sviluppare un protocollo rapido per la raccolta del DNA 
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 la necessità di non distruggere campioni conservati nei musei; 
è stato deciso di sviluppare una metodica che permettesse di raccogliere il DNA per semplice 
apposizione delle FTA
®
cards sui tessuti muscolari.  
 
6.3.2. PRE-TRATTAMENTO DEL TESSUTO. 
L’utilizzo di etanolo durante il processo di estrazione del DNA ha dimostrato alcuni vantaggi. 
Nel lavoro di Ndunguru et al., 2005, il quale ha utilizzato la tecnologia FTA
®
cards per 
l’estrazione di DNA virale da piante, l’utilizzo dell’etanolo durante le fasi di lavaggio è stato 
infatti in grado di rimuovere pigmenti verdi. Similmente, nel lavoro di Armani et al., 2014 
l’etanolo, utilizzato come trattamento pre-estrattivo, si è rilevato capace di ridurre l’influenza 
della componente lipidica durante l’estrazione di DNA da tessuto di pesce. Pertanto, tale 
pretrattamento è stato testato anche sui campioni di riferimento freschi utilizzati nel presente 
lavoro (sezione 5.3.1). 
La tecnologia FTA
®
cards è stata messa a punto per tessuti e liquidi biologici con pH neutro 
(Whatman FTA
®
 protocollo 2002) come sangue e saliva che presentano rispettivamente valori 
di pH di 7,35-7,45 e di 6,5-7,5. Allo stesso modo, in precedenti lavori, le FTA
®
cards sono 
state applicate con successo a matrici che presentavano un pH pressochè neutro, come latte 
(6,6-6,7) (Tack et al., 2007), natto (6,6-6,8) (Kakihara et al., 2006) e funghi (5,8) (Dentiger et 
al., 2010). Pertanto, considerando che, in seguito all’acidificazione post-mortem del tessuto 
muscolare ed in seguito al pretrattamento con etanolo, i tessuti muscolari presentavano dei 
valori di pH inferiori alla neutralità (dati non riportati) si è reso necessario eseguire un 
trattamento di 30 minuti con un buffer di riequilibratura per riportarlo a valori neutri. Dopo 
dei test preventivi effettuati su una parte dei campioni, è stato selezionato il buffer di lisi 
utilizzato nella metodica di estrazione usata come metodo di riferimento e utilizzata di routine 
in laboratorio (pH 7,5) in quanto è risultato quello più efficace. Il processo di riequilibratura è 
stato effettuato anche sui campioni non pretrattati in etanolo al fine di ridurre le variazioni di 
pH durante la fase post-mortem dovute a tempo e modalità di conservazione e specie. 
 
6.3.3. PREPARAZIONE DELLE FTA
®
CARDS E APPOSIZIONE SUL TESSUTO. 
La procedura di preparazione delle FTA
®
cards al fine dell’applicazione sul tessuto muscolare 
è stata modificata rispetto al protocollo fornito dalla ditta produttrice al fine di velocizzare il 
processo e ridurre i costi. In particolare, anziché utilizzare un punch per l’ottenimento di un 
disco di 2 mm, abbiamo ritenuto più pratico ai nostri fini ritagliare, con forbici autoclavate, 
delle piccole strisce (10 x 2mm) dalle FTA
®
cards e applicarle al tessuto stesso. Questo al fine 
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di facilitare la preparazione dei “dischi” anche in assenza del puncher o di una sua accidentale 
rottura. Infatti, già in altri lavori sono state adottate con successo modiche che prevedevano 
l’utilizzo di rasoi o bisturi in alternativa al punch (Dentiger et al., 2010). In seguito 
all’apposizione del tessuto, dopo che la strip era stata essiccata in stufa per circa 1 ora, si 
procedeva al taglio per l’ottenimento di 3 piccoli quadratini (squares) (3,3 x 2mm, con un 
area di 6,6 mm
2
), con una superficie leggermente più grande dei dischi descritti nella 
procedura standard. Successivamente i quadratini sono stati sottoposti alle fasi di lavaggio 
proposte dal produttore (Whatman FTA
®
 protocollo 2002). 
Anche se nello studio di Harvey (2005) è stato dimostrato che i dischi di dimensioni più 
piccole (1,2 mm) erano più efficienti rispetto a quelli di dimensioni maggiori, quest’ultimi 
non inficiavano tale procedura. Di fatto, la differenza consisteva in una maggiore intensità dei 
prodotti di PCR ottenuti dai dischi di dimensioni minori rispetto ai dischi più grandi molto 
probabilmente dovuta ad un eccesso di DNA adsorbito. Il legame del DNA alla FTA
®
cards è 
stato facilitato premendo le strisce (10x2 mm) contro il tessuto da analizzare con un vetrino 
portaoggetti per 10 minuti. Inoltre, è stata posta particolare attenzione a rimuovere l’eventuale 
tessuto rimasto attaccato alla FTA
®
card in modo tale che l’applicazione del tessuto fosse più 
uniforme possibile. Nel nostro lavoro, al fine di aumentare la probabilità di ottenere 
l’amplicone desiderato, abbiamo utilizzato tutti e 3 i quadratini ottenuti dalla singola strip 
(corrispondente ad un campione); come era già stato descritto in precedenti lavori (Ahmed et 
al., 2011).  
 
6.3.4. AMPLIFICAZIONE DIRETTA DA FTA
® 
CARD 
Anche se in alcuni lavori il DNA è stato estratto dalle FTA
®
cards con un kit oppure è stato 
semplicemente eluito prima dell’amplificazione, la maggior parte dei lavori hanno sfruttato il 
vantaggio di poter ricorrere ad una amplificazione diretta delle strisce di FTA
®
cards 
contenenti il DNA. In particolare, l’eluizione è stata tentata anche in questo progetto, 
utilizzando protocolli differenti ma le concentrazioni e la qualità del DNA totale si sono 
rivelate sempre molto basse; cosi come è avvenuto in altri lavori (Carr et al., 2008). Infatti, le 
concentrazioni ottenute non erano sufficienti per ottenere un’amplificazione di buona qualità 
nelle nostre condizioni di lavoro. In altri lavori, invece, come quello di Ahmed et al., del 
(2011) si sono ottenuti risultati migliori utilizzando il protocollo di eluizione con 
Chelex®100, in quanto quest’ultimo, oltre a facilitare l'estrazione di DNA puro da campioni 
di sangue, in cui è molto frequente ritrovare inibitori della PCR come eme, lattoferrina, IgG, 
protegge il DNA dalla degradazione. In particolare, nel nostro studio di tesi, confrontando le 
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rese ottenute con la metodica di riferimento e quelle ottenute con i protocolli di eluizione, si 
nota una concentrazione di DNA molto più elevata utilizzando la metodica di riferimento. 
Infatti, le concentrazioni del DNA ottenuto tramite eluizione erano sempre inferiori a 10 
ng/µL (range 4-7 ng/µL).  
L’amplificazione diretta delle FTA®cards, contenenti DNA estratto da matrici differenti, è 
stata utilizzata con successo in diversi studi (Tabella 2). In particolare nello studio di 
Borisenko et al., (2008) l’amplificazione diretta di FTA®cards è stata effettuata con successo 
su DNA estratto da tessuti ricchi di sangue come fegato, cuore , reni e milza. In altri studi 
come quello già discusso nel paragrafo 5.3.3. di Dove et al., (2010), invece, sono sorti 
problemi riguardo l’amplificazione diretta delle FTA®cards, in relazione all'eccessivo 
sovraccarico di DNA introdotto nella reazione di PCR. In particolare, l’efficienza del metodo 
risultava bassa quando residui di tessuti permanevano sulle cards. 
Per tali motivi, nello sviluppo del nostro protocollo, si è deciso di ricorrere all’amplificazione 
diretta delle FTA
®
cards cercando di standardizzare la fase di apposizione dei tessuti (vedi 
paragrafo 4.3.2 e Figura 1 e 2, Appendice).  
Nella maggior parte degli studi effettuati utilizzando le FTA
®
cards l’amplificazione diretta è 
avvenuta utilizzando protocolli di PCR standard normalmente applicati a campioni di DNA 
estratti con metodiche classiche. Al contrario, l’ottimizzazione del protocollo di 
amplificazione è una fase molto importante del processo di analisi del DNA. Infatti, alcuni 
accorgimenti possono rendersi utili al fine di aumentare l’efficienza in funzione delle 
caratteristiche del metodo e del DNA ottenuto. Per questo motivo, in questo studio il 
protocollo di amplificazione è stato modificato al fine di incrementare l’intensità dei prodotti 
di PCR. In particolar modo, le prove condotte su una parte dei campioni, hanno messo in 
evidenza come una maggiore concentrazione di primers permettesse di ottenere delle bande 
più intense. Variazioni a carico delle concentrazioni di MgCl2, nucelotidi e Taq polimerasi 
non hanno prodotto modificazioni significative sulla base di una valutazione empirica. Per 
tale motivo, tutti i campioni sono stati amplificati con il protocollo riportato in sezione 5.2.2 
con concentrazione doppia dei primers (500 nM). 
  
 72 
 
6.4 APPLICAZIONE DEL PROTOCOLLO DEFINITIVO AI CAMPIONI DI RIFERIMENTO 
FRESCHI E CONSERVATI IN ETANOLO 
 
6.4.1 CAMPIONI DI RIFERIMENTO DI TESSUTO FRESCO. 
I campioni di riferimento di tessuto fresco sono stati sottoposti a estrazione mediante 
apposizione su FTA
®
cards sia direttamente, senza pre-trattamento, che dopo pre-trattamento 
con etanolo e buffer. In particolare il trattamento in etanolo prevedeva l’immersione in 
etanolo al 100% per 10 minuti seguito da l’immersione in etanolo al 70% per tempi variabili: 
1h, 3h, 6h e 24h, a una temperatura di 4°C. I risultati dell’amplificazione diretta delle 
FTA
®
cards con tale protocollo sono riportati in Tabella 5 e Tabella 6. Come prevedibile, in 
generale il tasso di amplificazione del metodo di riferimento è risultato significativamente 
maggiore rispetto a quello ottenuto con l’estrazione mediante FTA®cards. Confrontando il 
tasso di amplificazione all’interno delle categorie (pesci, uccelli e mammiferi) si osserva una 
performance significativamente migliore del metodo di riferimento rispetto ai campioni non 
pretrattati mentre si possono osservare delle differenze rispetto ai diversi trattamenti: infatti il 
tasso di amplificazione dopo estrazione con metodo di riferimento, sebbene più alto, non è 
significativamente diverso dal tasso di amplificazione dei campioni di tessuto di uccelli per 
tutte le durate del pretrattamento e dal tasso di amplificazione dei campioni di tessuto di pesce 
pretrattati per 6h e 24h.  
Per i campioni estratti mediante FTA
®
cards, il tasso di amplificazione calcolato su tutti i 
campioni è stato significativamente inferiore per i campioni senza pretrattamento (42,2%) e 
maggiore per il totale dei campioni pretrattati (83,1%). L’analisi statistica condotta sui 
campioni estratti e amplificati usando le FTA
®
cards ha mostrato infatti una differenza 
significativa tra il tasso di amplificazione dei campioni non pretrattati, invariabilmente 
inferiore, rispetto al tasso di amplificazione dopo qualsiasi tipo di trattamento. Analizzando le 
singole categorie lo stesso trend si osserva per i pesci e gli uccelli, per i quali l’amplificabilità 
dopo i vari trattamenti è risultata significativamente più elevata rispetto a quella degli stessi 
campioni non pretrattati. Invece, nei mammiferi non è stata riscontrata differenza significativa 
tra l’amplificabilità dei campioni non pretrattati rispetto a quelli trattati. Quest’ultimo dato 
può essere spiegato osservando come per il suino e il bovino siano state riscontrate difficoltà 
nell’amplificazione sia dei campioni trattati che non pretrattati, mentre i campioni di agnello, 
cervo e cavallo sono stati amplificati con successo anche senza i pretrattamenti A conferma di 
questo, il tasso di amplificabilità tra i campioni non pretrattati è risultato più elevato per i 
mammiferi (50%), inferiore per i pesci (44,8%) e ancora più basso per gli uccelli (33,3%). Al 
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contrario, per quanto riguarda i campioni pretrattati, la maggiore amplificabilità è stata 
osservata per i pesci (valore medio 87,3%) e per gli uccelli (valore medio 86,4%), mentre è 
risultata inferiore per i mammiferi (valore medio 67,9%). Nonostante l’influenza del tenore 
lipidico sull’amplificabilità dei campioni sia nota (Armani et al., 2014), non si sono 
riscontrate differenze tra le varie sottocategorie di pesce, per le quali, infatti, si osserva il 
trend già descritto di una amplificabilità significativamente maggiore per i campioni trattati 
rispetto ai non pretrattati indipendentemente dal tempo di trattamento e dal tenore di grasso 
dei campioni esaminati. Da sottolineare come per alcune specie di pesce come Orata, 
Spinarolo, Ricciola e Scorfano, nonostante ripetute prove su campioni non pretrattati non sia 
stato mai possibile ottenere un’amplificazione. Gli stessi campioni hanno invece sempre 
restituito un tasso di amplificazione elevato dopo tutti i pretrattamenti (Tabella 5). 
A differenza di quanto osservato tra campioni pretrattati e non, in generale, la diversa durata 
del trattamento in etanolo sembra avere poca influenza sul tasso di amplificabilità. Infatti non 
sono state osservate differenze significative dopo i diversi tempi di trattamento con l’etanolo e 
le percentuali calcolate sul totale sui campioni variano da 81,5% (dopo 3 h in etanolo) a 
84,6% (dopo 6 h in etanolo), con valori intermedi dopo trattamento di 1 h (83,5%) e dopo 
trattamento di 24h (83,2%). 
Per quanto riguarda la concentrazione dei prodotti di PCR, stimata attraverso il confronto con 
un marker, come prevedibile è risultata sempre più elevata per i campioni estratti con 
metodica di riferimento mentre, per i campioni estratti con le FTA
®
cards, è risultata variabile 
a seconda del tipo di processazione del campione e della categoria. In particolare la 
concentrazione media dei prodotti di PCR è risultata significativamente più bassa per i 
prodotti non pretrattati (6 ng/µl) e più alta per quelli trattati con l’etanolo (11,5 ng/µl) 
(Tabella 6). E’ importante in particolare notare come il pretrattamento consenta di ottenere 
valori di concentrazione superiori a 10 ng/µl e quindi idonei al sequenziamento (vedi sezione 
5.2.3). Questa tendenza è stata confermata con l’analisi statistica, con la quale abbiamo 
riscontrato una differenza significativa tra la concentrazione dei campioni non pretrattati e 
quella dei campioni trattati con l’etanolo (indipendentemente dalla durata del trattamento). In 
particolare, tra i campioni non pretrattati, l’intensità è risultata più elevata per i mammiferi (9 
ng/µl), inferiore per i pesci (6 ng/µl) e ancora più bassa per gli uccelli (4 ng/µl). La 
concentrazione media dei campioni trattati è invece più alta per i pesci (12,7 ng/µl) e 
inferiore, con valori paragonabili, per uccelli (10,4 ng/µl) e mammiferi (10,2 ng/µl). Si 
osserva pertanto un effetto del trattamento simile a quanto riscontrato per l’amplificabilità. 
Osservando poi nello specifico gli effetti dei diversi tempi di pretrattamento, si evince una 
 74 
 
differenza statisticamente significativa in particolare tra il trattamento con durata di 1h e 
quelli di durata maggiore (3, 6 e 24 ore) e tra il trattamento di 3 ore e quello di 24 h. Invece, la 
differenza tra il trattamento da 3 e 6 ore o tra 6 e 24 ore non sono significative. Infatti, i 
campioni sottoposti al pretrattamento in etanolo di 1h raggiungono in media una 
concentrazione di 9,4 ng/µl e solo il valore medio osservato per la categoria dei pesci (10,8 
ng/µl) supera la soglia minima per la sequenziabilità, mentre per i mammiferi e uccelli si 
ottengono valori inferiori (8,1 ng/µl e 7,9 ng/µl, rispettivamente). Al contrario, le 
concentrazioni medie ottenute con durata di trattamento in etanolo più lunga superano sempre 
i 10 ng/µl (Tabella 6). In particolare, il valore medio è di 11,3 ng/µl dopo 3 h di trattamento in 
etanolo e di 12,8-12,9 ng/µl per trattamento di durata maggiore (24 h e 6 h rispettivamente).  
 
6.4.2. CAMPIONI DI RIFERIMENTO CONSERVATI IN ETANOLO. 
Il tasso di amplificabilità dei 48 campioni di tessuto conservati in etanolo (Tabella 3) è 
risultato del 63,3%. I tassi di amplificabilità per specie sono riportati in Tabella 7. 
L’amplificabilità è stata superiore al 50% dei campioni per 12 specie su 16 (75%). In 
particolare, è stato possibile amplificare il 100% dei campioni di Sgombro, Trota, Ricciola, 
Sardina, Razza e Rana pescatrice. Bassi valori di amplificabilità sono invece stati osservati 
per Orata (44,4%), Acciuga, Salmone (33,3%) e Molo (25%). 
Per quanto riguarda la concentrazione, il valore medio totale è risultato10,4 ng/µl. Assumendo 
10 ng/µl come valore soglia per l’invio degli ampliconi al sequenziamento, 8 specie su 16 
presentavano un valore medio di concentrazione superiore a questa soglia minima. Tuttavia, 
anche tra le specie con un valore medio di concentrazione inferiore a 10 ng/µl la maggior 
parte (87,5%) presentava almeno un amplicone sequenziabile. Infatti il 50% degli ampliconi 
di Scorfano, Triglia, Merluzzo e Pesce spada era sequenziabile, così come il 43% di quelli di 
Acciuga e Salmone. Solo per i campioni di Orata e Molo non è stato possibile ottenere delle 
concentrazioni idonee al sequenziamento. 
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CAPITOLO 7 
CONCLUSIONI 
 
In questa tesi è stato valutato per la prima volta l’utilizzo delle FTA®cards per l’estrazione e 
l’amplificazione di DNA da tessuto muscolare, sia fresco che conservato in etanolo, di specie 
di uccelli, pesci e mammiferi. Il protocollo messo a punto, che prevede un pretrattamento in 
etanolo e una riequilibratura con buffer del tessuto fresco, prima delle fasi previste dal 
protocollo FTA
®
cards, ha permesso di amplificare ottenendo una concentrazione di 
amplificato sufficienti per il sequenziamento più dell’80% dei campioni freschi e più del 60% 
dei campioni conservati in etanolo. 
Le FTA
®
cards presentano diversi vantaggi rispetto alle metodiche di estrazione classica, 
soprattutto in relazione alla facilità dello stoccaggio del DNA. Infatti possono essere tenute a 
temperatura ambiente e possono pertanto essere trasportate e stoccate con estrema facilità e 
costi ridotti. Considerando che negli studi d’identificazione molecolare di specie si rende 
spesso necessaria l’acquisizione di campioni di DNA da luoghi geograficamente distanti per 
la creazione di proprie banche dati di DNA di riferimento, tali caratteristiche possono 
rappresentare un’importante vantaggio sia pratico che economico. Inoltre, la possibilità di 
amplificare direttamente le FTA
®
cards consente di ottimizzare le tempistiche di esecuzione 
dell’analisi. 
In conclusione, questo lavoro ha dimostrato la validità dell’impiego delle FTA®cards nei 
protocolli d’identificazione di specie e la loro potenzialità come strumento utile per 
l’ispezione molecolare. Questo approccio si rivela sempre più importante ai fini della 
necessità di garantire la tracciabilità dei prodotti di origine animale, per combattere le frodi e 
tutelare la salute e gli interessi economici dei consumatori. 
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Tabella 1. Primers universali per l'amplificazione del gene COI dal pesce.  
Nome primer Codice sequenza posizione 
Lunghezza 
amplicone 
(bp) 
Referenza 
LCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 4417-4441 
708 
Folmer, 
1994 HC02198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 5100-5125 
 
FishF1 TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC 4419-4444 
703/706 
Ward, 
2005 
FishF2 TCGACTAATCATAAAGATATCGGCAC 4419-4444 
FishR1 TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA 5100-5125 
FishR2 ACTTCAGGGTGACCGAAGAATCAGAA 5097-5122 
 
COIF-ALT ACAAATCAYAARGAYATYGG 4422-4441 
698 
Mikkelsen
, 2006 COIR-ALT TTCAGGRTGNCCRAARAAYCA 5100-5120 
 
FF2d TTCTCCACCAACCACAARGAYATYGG 4416-4441 
707 
Ivanova, 
2007 FR1d CACCTCAGGGTGTCCGAARAAYCARAA 5097-5123 
     
FISH-BCL TCAACYAATCAYAAAGATATYGGCAC 4419-4444 
706 
Baldwin, 
2009 FISH-BCH TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 5100-5125 
 
COI-Fish-F TTCTCAACTAACCAYAAAGAYATYGG 4416-4441 
709 
Kochzius, 
2010 COI-Fish-R TAGACTTCTGGGTGGCCRAARAAYCA 5100-5125 
 
FISHCOILBC_ts 
CACGACGTTGTAAAACGACTCAACYA
ATCAYAAAGATATYGGCAC 
4418-4444 
705 
Handy, 
2011 
FISHCOIHBC_ts 
GGATAACAATTTCACACAGGACTTCY
GGGTGRCCRAARAATCA 
5100-5123 
 
La posizione dei primer  è stata calcolata sulla sequenza di Pagrus auriga, (GenBank numero adesione 
AB124801).  La lunghezza si riferisce all’amplicone generato utilizzando le FISHCOILBC_ts 
anteriori. Riadattata da Armani et al. (2015b). 
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Tabella 2. Precedenti studi nei quali sono state utilizzate FTA
®
cards. 
Referente Titolo Articolo Categoria Matrice Protocollo Amplificazione 
diretta previa 
estrazione
/eluizione 
Dove et al., 
2010 
Using Whatman 
FTA® cards to 
collect DNA for 
bird-strike 
identifications  
 
Volatili 
 
 
Muscolo Whatman 
FTA
®
cards 
 
X  
Harvey, 
2005 
An alternative 
for the 
Extraction and 
Storage of DNA 
from Insects in 
Forensic 
Entomology 
Famiglia 
Calliphoridae 
Muscolo Pretrattamenti: 
-etanolo 70 % per 
esemplari adulti; 
-acqua bollente per 
30 secondi e poi 
etanolo al 70% per 
forme larvali. 
-omogeneizzazione 
del tessuto  in 
tampone 1X 100ul 
TE a pH 7,5.  
 
Whatman 
FTA
®
cards 
X  
Crabbe & 
James, 2003 
A novel method 
for the transport 
and analysis of 
genetic material 
from polyps and 
zooxanthellae of 
scleractinian 
corals 
 
Coralli 
(Sclerattinie) 
Porzione 
superficiale 
delle colonie 
Pretrattamento: 
estrazione DNA 
mediante  DNeasy 
modificato 
(Qiagen) 
 
Whatman 
FTA
®
cards 
 X 
Kakihara et 
al., 2006 
Extraction and 
detection of 
endogenous 
soybean DNA 
from fermented 
foods 
Alimenti Natto e 
succo di soia 
Pretrattamento:  
-campione e messo 
in soluzione con il 
buffer PBS e la 
soluzione ottenuta 
veniva applicata 
direttamente  sulla 
cartina 
 
Whatman 
FTA
®
cards 
X  
Smith 
&Burgoyne,
2004 
Collecting, 
archiving and 
processing DNA 
from wildlife 
samples using 
FTA®databasin
g paper 
Fauna 
selvatica 
Sangue 
 
Whatman 
FTA
®
cards 
X X 
Grumi di 
sangue 
Whatman 
FTA
®
cards 
X X 
Tessuti 
animali 
Whatman 
FTA
®
cards 
X X 
Saliva Whatman 
FTA
®
cards 
X X 
Ahmed et 
al., 2011 
The best 
practice for 
preparation of 
Bovini Sangue 
intero e 
lisato 
Whatman 
FTA
®
cards 
X X 
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samples from 
FTA®cards for 
diagnosis of 
blood borne 
infections using 
African 
trypanosomes as 
a model system 
Dentiger et 
al., 2010 
Rapid and 
reliable high-
throughput 
methods ofDNA 
extraction for 
use in barcoding 
and molecular 
systematics 
of mushrooms 
Alimenti Funghi Whatman 
FTA
®
cards 
 oppure  
Whatman 
FTA
®
cards+ 
estrazione DNA 
dalle cards con kit 
Sigma Extract-N-
Amp ™ Plant PCR 
X X 
Borisenko et 
al., 2008 
DNA barcoding 
in surveys of 
small mammal 
communities: a 
field study in 
Suriname 
Mammiferi 
selvatici 
Cuore, 
fegato , rene, 
milza 
Whatman 
FTA
®
cards 
X  
Mullen et 
al., 2009 
A Note on the 
Use of FTA™ 
Technology for 
Storage of 
Blood Samples 
for DNA 
Analysis and 
Removal of 
PCR Inhibitors 
Pecora Sangue Whatman 
FTA
®
cards 
X  
Ndunguru et 
al., 2005 
Application of 
FTA technology 
for sampling, 
recovery and 
molecular 
characterization 
of viral 
pathogens and 
virus-derived 
transgenes from 
plant tissues 
Piante Tessuto 
fogliare di 
mais, 
manioca, 
pomodoro e 
tabacco 
Whatman 
FTA
®
cards+ 
lavaggi con etanolo 
al 70%  
 X 
Park et al., 
2010 
Monitoring the 
occurrence of 
genetically 
modified 
soybean and 
maize around 
cultivated fields 
and at a grain 
receiving port in 
Korea 
Piante Tessuto 
fogliare di 
mais 
Whatman 
FTA
®
cards 
X  
Rajendram 
et al., 2006 
Long-term 
storage and safe 
retrieval of 
DNA from 
microorganisms 
for molecular 
analysis using 
FTA matrix 
 Sospensioni 
cellulari 
batteriche 
Pretrattamento:  
-lavaggio in acqua 
sterile. 
 
Whatman 
FTA
®
cards 
 X 
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cards 
 
Rensen et 
al., 2006 
Development 
and Evaluation 
of a Real-Time 
FRET Probe 
Based Multiplex 
PCR Assay for 
the Detection of 
Prohibited Meat 
and Bone Meal 
in Cattle Feed 
and Feed 
Ingredients 
 Mangime Pretrattamento: 
-estrazione DNA 
con metodoRensen 
(2005). 
 
Whatman 
FTA
®
cards 
 X 
 
Tack et al., 
2007 
Automated 
Forensic DNA 
Purification 
Optimized for 
FTA Card 
Punches and 
Identifiler STR-
based PCR 
Analysis 
Alimenti Latte Pretrattamento: 
-omogenizzazione 
del tessuto. 
 
Whatman 
FTA
®
cards 
X  
Carr et al., 
2008 
Using 
FTA® Elute 
MicroCards to 
address 
biosecurity and 
DNA quality 
issues in 
abalone 
aquaculture 
Abaloni Muscoli del 
piede e 
tentacoli 
Whatman FTA® 
Elute MicroCard 
X  
Gustavsson 
et al., 2009 
Use of FTA 
card for dry 
collection, 
transportation 
and storage of 
cervical cell 
specimen to 
detect high-risk 
HPV 
Esseri umani Cellule 
epiteliali 
cervicali 
Whatman FTA® 
Elute MicroCard 
 X 
 
 
 100 
 
Tabella 3. Specie esaminate nel presente lavoro, suddivise per tenore lipidico, con indicazione del 
sito di prelievo e della tipologia di tessuto utilizzato per l’estrazione (F= fresco; E= conservato in 
etanolo da 9 a 16 mesi). 
Categoria Specie Nome commerciale 
Tenore lipidico 
medio (%) 
Tipologia di 
tessuto 
Pesci 
Gadus morhua Merluzzo atlantico 
<2 
E (13 mesi) 
Lophius litulon Rana pescatrice orientale E (9 mesi) 
Merlangius merlangus Molo E (13 mesi) 
Raja sp. Razza F/E (9 mesi) 
Scorpaena scrofa Scorfano F/E (13 mesi) 
Solea solea Sogliola F 
Engraulis encrasicolus Acciuga 
2-4 
F/E (9 mesi) 
Scyliorhinus canicula Gattuccio E (13 mesi) 
Sparus aurata Orata F/E (12 mesi) 
Liza aurata Cefalo dorato 
4-8 
F 
Mullus barbatus Triglia di fango E (16 mesi) 
Onchorhyncus mykiss Trota F/E (9 mesi) 
Sardina pilchardus Sardina E (9 mesi) 
Squalus acanthias Spinarolo F/E (9 mesi) 
Xiphias gladius Pesce spada E (14 mesi) 
Salmo salar Salmone >8 F/E (13 mesi) 
Scomber scombrus Sgombro F/E (9 mesi) 
Seriola dumerili Ricciola F/E (13 mesi) 
Mammiferi 
Sus scrofa Suino 6,9 F 
Bos taurus Bovino 4,2 F 
Ovis aries Agnello 8,8 F 
Equus caballus Equino 6,8 F 
Cervus elaphus Cervo 0,8 F 
Oryctolagus cuniculus Coniglio 4,7 F 
Uccelli 
Gallus gallus Pollo 8,6 F 
Meleagris gallopavo Tacchino 7 F 
Numida meleagris Faraona 1,2 F 
Coturnix cotunix Quaglia 6,8 F 
Columba livia Piccione 5,5 F 
Anser platyrhynchos Anatra 8,2 F 
 
Referenze per i contenuti lipidici 
Ackman, R. G. (1988). Nutritional composition of fats in seafoods. Progress in food & nutrition science, 13(3-
4), 161-289. 
http://www.fao.org/docrep/010/ai407e/ai407e03.htm 
http://www.dossier.net/utilities/tabelle-nutrizionali-alimenti/tabelle-carboidrati.html 
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Tabella 4. Valutazione quali-quantitativa allo spettrofotometro dei campioni di tessuto estratti con il 
metodo di riferimento. 
Specie Codice 
1
a
 lettura 2
a
 lettura 
media 
resa  
µg /mg Concentrazione 
ng/µl 
260/
280 
260/
230 
Concentrazion
e ng/µl 
260/
280 
260/
230 
Merluzzo 
atlantico 
1 1827 2,13 2,11 1859,5 2,12 2,09 1843,25 921,6 
2 1497,8 2,13 2,16 1503,6 2,15 2,16 1500,7 221,8 
3 1677 2,16 2,24 1692,7 2,15 2,25 1684,85 445,7 
Rana 
pescatrice 
orientale 
1 2207,5 2,11 2,14 2219,4 2,11 2,13 2213,45 599,7 
2 2072,9 2,12 2,15 2091 2,13 2,16 2081,95 545,3 
3 1049,3 2,12 2,03 1057,5 2,14 2,05 1053,4 351,1 
Molo 
1 1325,9 2,18 1,83 1338,2 2,17 1,84 1332,05 318,7 
2 419,3 1,92 0,99 423,4 1,97 1,01 421,35 59,6 
3 936,5 2,12 1,53 922,1 2,13 1,53 929,3 233,5 
Razza 
1 1876,7 2,05 1,5 1941,7 2,05 1,49 1909,2 335,8 
2 1487 2,06 1,37 1528,1 2,05 1,38 1507,55 257,4 
3 1675,2 2,06 1,45 1721,3 2,06 1,46 1698,25 241,5 
Scorfano 
1 1205,9 2,17 2,19 1219,9 2,17 2,19 1212,9 231,0 
2 2796,8 2,1 1,96 2798,3 2,1 1,96 2797,5 513,3 
3 1876,6 2,05 1,54 1874,4 2,04 1,55 1875,5 264,1 
Sogliola 
1 1028,6 1,94 2,23 1024,6 1,95 2,24 1026,6 190,9 
2 565,4 2,04 1,9 554,2 2,03 1,91 559,8 102,7 
3 527,3 2,05 1,92 530 2,04 1,92 528,65 104,7 
Acciuga 
1 1690,2 2,05 2,31 1692,4 2,06 2,32 1691,3 336,6 
2 1040,4 2,08 2,13 1006,8 2,09 2,14 1023,6 594,6 
3 943,2 2,09 2,02 930,7 2,08 2,02 936,95 295,1 
Gattuccio 
1 2241,7 2,05 2,19 2290,9 2,03 2,2 2266,3 362,2 
2 1006 2,06 2,37 1018,9 2,05 2,37 1012,45 161,8 
3 334,1 2,16 1,74 357,1 2,14 1,76 345,6 57,8 
Orata 
1 1034,6 2,09 1,89 1023,5 2,11 1,97 1029,05 203,8 
2 1143,8 2,1 2,03 1149,4 2,1 2,03 1146,6 217,4 
3 250,3 1,99 2,01 251,1 2,01 2 250,7 50,1 
Cefalo dorato 
1 357,9 2 2,04 364,1 1,99 2,04 361 68,8 
2 204 2,05 2,02 208,6 2,02 1,91 206,3 38,9 
3 121,9 1,85 1,52 123,3 1,87 1,55 122,6 23,5 
Triglia di 
fango 
1 1825,7 1,83 0,98 1821,7 1,82 0,97 1823,7 455,9 
2 834,3 2,05 1,53 838,6 2,05 1,54 836,45 137,4 
3 451,3 1,8 0,92 452,6 1,81 0,93 451,95 169,5 
Trota 
1 389,5 2,06 1,54 392,4 2,07 1,55 390,95 77,0 
2 1174,3 2,11 1,91 1182,9 2,11 1,9 1178,6 221,3 
3 1329,7 2,1 2,07 1345,3 2,09 2,07 1337,5 401,2 
Sardina 
1 2635,6 2,04 2,03 2693,6 2,04 2,03 2664,6 510,0 
2 1315,9 2,08 2,04 1329,8 2,07 2,01 1322,85 256,9 
3 281,1 2,05 1,74 281,9 2,03 1,74 281,5 57,2 
Spinarolo 
1 2416,7 2,01 1,54 2385,2 2,01 1,55 2400,95 342,9 
2 711,3 2,08 1,75 717,6 2,08 1,75 714,45 98,8 
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3 501,2 1,94 1,52 492,1 1,97 1,54 496,65 73,7 
Pesce spada 
1 2221,5 2,09 2,19 2290 2,09 2,2 2255,75 709,3 
2 1877 2,08 2,16 1894,1 2,08 2,15 1885,55 620,2 
3 1609,9 2,1 2,32 1606,1 2,11 2,34 1608 532,4 
Salmone 
1 1014,5 2,09 2,35 1059,6 2,09 2,35 1037,05 193,8 
2 2248,2 1,99 2,1 2271,8 1,99 2,07 2260 791 
3 1086,9 2,1 2,5 1838,8 2,09 2,53 1462,85 286,8 
Sgombro 
1 180,1 1,8 4,32 159,6 1,75 4,66 169,85 61,8 
2 1527,3 2,05 2,1 1546,4 2,05 2,11 1536,85 955,5 
3 236,5 1,93 1,75 236,2 1,95 1,75 236,35 24,7 
Ricciola 
1 517 1,67 0,94 514 1,66 0,87 515,5 155,1 
2 791,4 2,05 1,27 798,3 2,06 1,29 794,85 132,5 
3 1263,7 2,11 2,26 1287,5 2,1 2,3 1275,6 153,3 
Suino 
1 815,3 2,1 2,24 814,1 2,11 2,23 814,7 164,6 
2 1375,5 2,11 2,18 1376,9 2,11 2,18 1376,2 278,0 
3 993 2,11 2,16 998 2,11 2,16 995,5 251,4 
Bovino 
1 391,9 2,04 2,02 394,2 2,04 2,04 393,05 89,7 
2 1151,3 2,07 2,14 1158,6 2,07 2,14 1154,95 211,9 
3 1285,7 2,07 2,11 1319,5 2,06 2,12 1302,6 260,5 
Agnello 
1 209,1 1,98 1,81 208,7 1,99 1,83 208,9 36,5 
2 95,5 2,01 1,81 96,8 2,03 1,82 96,15 12,0 
3 308 2,07 1,56 298 2,11 1,56 303 28,2 
Cavallo 
1 188,7 2,02 1,91 189,4 2,02 1,93 189,05 23,6 
2 212,5 2,01 1,91 212,1 2,02 1,91 212,3 31,8 
3 339 2,01 1,57 340 2,01 1,57 339,5 32,9 
Cervo 
1 121,7 2,06 1,37 123,2 2,04 1,38 122,45 18,4 
2 201,9 2,05 1,67 203,5 2,04 1,67 202,7 25,3 
3 160 2,11 1,11 157 2,11 1,1 158,5 15,2 
Coniglio 
1 823,4 2,13 2,15 833,9 2,12 2,15 828,65 209,2 
2 951 2,13 2,2 914 2,13 2,21 932,5 218,9 
3 845,4 2,11 2,15 8,47 2,12 2,15 828,65 218,1 
Pollo 
1 1295,5 2,1 2,01 1291 2,11 2,01 1293,25 387,9 
2 1366,7 2,09 2,08 1383 2,1 2,08 1374,85 343,7 
3 1467,7 2,08 2,1 1476,4 2,08 2,11 1472,05 441,6 
Tacchino 
1 1560,3 2,1 2,22 1567,8 2,11 2,23 1564,05 312,8 
2 1508,6 2,12 2,23 1517,7 2,11 2,21 1513,15 378,3 
3 1322,5 2,12 2,05 1327,2 2,1 2,05 1324,85 264,9 
Faraona 
1 1605,4 2,08 2,19 1653,4 2,08 2,2 1629,4 407,3 
2 1781,2 2,04 2,21 1786,9 2,05 2,22 1784,05 446,0 
3 1740 2,16 2,34 1670,3 2,15 2,34 1705,15 170,5 
Quaglia 
1 428,5 2,09 1,93 436 2,09 1,93 432,25 216,1 
2 1781,3 2,04 2,28 1780,1 2,04 2,29 1780,7 890,3 
3 2365 2,09 2,2 2364 2,09 2,19 2364,5 232,9 
Piccione 
1 188,3 2,02 1,93 182,3 2,01 1,92 185,3 30,9 
2 368,5 1,99 2,06 370,5 1,96 2,05 369,5 98,5 
3 978,1 2,14 2,21 984,5 2,15 2,22 981,3 122,7 
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Anatra 
1 854,4 2,11 2,15 830,6 2,1 2,14 842,5 280,8 
2 216,4 2,13 1,48 215,4 2,14 1,47 215,9 22,7 
3 1341 2,09 2,14 1297 2,08 2,13 1319 134,6 
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Tabella 5. Tasso di amplificabilità (%) dei campioni analizzati in questo studio. I valori riportati in 
rosso sono inferiori al 50%. 
Categorie Estrazione con RM 
Estrazione con FTA
®
 cards 
Non pretrattati 
Pretrattati con etanolo 
Etoh 1h Etoh 3h Etoh 6h Etoh 24h 
Totale 100 42,2 83,5 81,5 84,6 83,2 
Pesci 100 44,8 87 81,5 89,8 91 
Mammiferi 100 50 75 60,7 68,2 67,9 
Uccelli 100 33,3 83,3 95,2 86,1 81 
Pesci 
      
Orata 100 0 100 100 100 100 
Spinarolo 100 0 100 100 100 100 
Sgombro 100 83,3 50 100 66,7 100 
Cefalo dorato 100 100 100 100 100 100 
Trota 100 100 100 100 100 100 
Sogliola 100 100 100 100 100 100 
Ricciola 100 0 100 66,7 100 100 
Scorfano 100 0 100 100 66,7 100 
Acciuga 100 20 75 70 85,7 75 
Salmone 100 0 66,7 11,1 66,7 66,7 
Razza 100 100 100 100 100 100 
Mammiferi 
      
Suino  100 25 62,5 12,5 20 37,5 
Bovino 100 37,5 50 50 40 50 
Coniglio 100 33,3 100 100 100 100 
Agnello 100 100 100 100 100 100 
Cervo 100 100 100 100 100 100 
Cavallo 100 100 100 100 100 100 
Uccelli 
      
Faraona 100 66,7 100 100 83,3 100 
Pollo 100 0 66,7 91,7 77,8 75 
Tacchino 100 0 66,7 100 100 16,7 
quaglia 100 33,3 83,3 100 66,7 100 
Anatra 100 83,3 100 100 100 100 
Piccione 100 50 100 83,3 100 100 
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Tabella 6. Concentrazione (ng/µl) dei prodotti di PCR. In rosso sono evidenziati i valori inferiori a 
10 ng/µl, assunta come soglia per la sequenziabilità dell’amplicone. 
Categorie 
Estrazione 
con RM 
media±ds 
(range) 
Estrazione con FTA
®
 cards 
Non 
pretrattati 
media±ds 
(range) 
Pretrattati con etanolo 
Etoh 1h 
media±ds 
(range) 
Etoh 3h 
media±ds 
(range) 
Etoh 6h 
media±ds 
(range) 
Etoh 24h 
media±ds 
(range) 
Totale 
42,2 ± 1,1 
(20-60) 
6 ± 0,8 
(0-30) 
9,4 ± 0,6 
(0-25) 
11,3 ± 0,7 
(0-25) 
12,9 ± 0,8 
(0-25) 
12,8 ± 0,7 
(0-25) 
Pesci 
39,4 ± 1,5 
(25-50) 
6 ± 1,1 
(0-25) 
10,8 ± 0,9 
(0-25)) 
13,1 ± 1,1 
(0-25) 
14,2 ± 0,9 
(0-25) 
12,8 ± 0,9 
(0-25) 
Mammiferi 
43,9 ± 1,7 
(30-55) 
9 ± 2,3 
(0-30) 
8,1 ± 1,4 
(0-25) 
8,5 ± 1,6 
(0-20) 
13 ± 2,2 
(0-25) 
12 ± 1,9 
(0-25) 
Uccelli 
48,9 ± 2,4 
(35-60) 
4 ± 1,1 
(0-20) 
7,9 ± 0,9 
(0-25) 
10,2 ± 0,9 
(0-20) 
10,6 ± 1,3 
(0-25) 
13 ± 1,4 
(0-25) 
Pesci 
      
Orata 
46,7 ± 3,3 
(40-50) 
0 ± 0 
12,5 ± 1,1 
(10-15) 
20 ± 0 20 ± 0 20 ± 0 
Spinarolo 
41,7 ± 1,7 
(40-45) 
0 ± 0 
17,8 ± 1,4 
(12-20) 
24,2 ± 0,8 
(20-25) 
25 ± 0 
17,5 ± 1,7 
(10-20) 
Sgombro 50 ± 0 
11,3 ± 2,6 
(0-18) 
7,5 ± 3,3 
(0-15) 
11,8 ± 1,5 
(8-15) 
13,3 ± 4,2 
(0-20) 
14,3 ± 1,3 
(12-20) 
Cefalo 
dorato 
35 ± 5 
(30-45) 
10,7 ± 0,7 
(10-12) 
10 ± 0,9 
(8-12) 
11,5 ± 0,8 
(10-15) 
13,2 ± 2,4 
(8-20) 
8,0 ± 1,3 
(2-10) 
Trota 
26,7 ± 1,7 
(25-30) 
17,3 ± 1,5 
(10-20) 
20,8 ± 0,8 
(20-25) 
22,5 ± 1,1 
(20-25) 
14,2 ± 1,4 
(12-18) 
17,5 ± 1,1 
(15-20) 
Sogliola 50 ± 0 
3,5 ± 0,7 
(2-4) 
1,3 ± 0,4 
(0-2) 
17,5 ± 1,1 
(15-20) 
15 ± 0 20 ± 0 
Ricciola 50 ± 0 0 ± 0 
11,7 ± 1,7 
(10-15) 
6,7 ± 3,3 
(0-10) 
10 ± 0 10 ± 0 
Scorfano 
36,7 ± 6,7 
(30-50) 
0 ± 0 
10,7 ± 0,7 
(10-12) 
12,7 ± 2,3 
(8-15) 
10 ± 5 
(0-15) 
15 ± 0 
Acciuga 
48,3 ± 1,7 
(45-50) 
0,8 ± 0,5 
(0-4) 
11,7 ± 2,3 
(0-20) 
11,7 ± 3,7 
(0-20) 
18,5 ± 2,9 
(12-25) 
13,9 ± 3,4 
(0-25) 
Salmone 50 ± 0 0 ± 0 
1,8 ± 0,6 
(0-4) 
0,2 ± 0,2 
(0-2) 
2,8 ± 0,7 
(0-5) 
5,2 ± 2,4 
(0-20) 
Razza 35 ± 0 
20 ± 2,2 
(15-25) 
16,7 ± 1,05 
(15-20) 
16,7 ± 1,05 
(15-20) 
17,5 ± 1,1 
(15-20) 
16,7 ± 1,05 
(15-20) 
Mammiferi 
      
Suino 
48,3 ± 4,4 
(40-55) 
1,5 ± 0,9 
(0-6) 
2,4 ± 0,9 
(0-8) 
1,9 ± 1,9 
(0-15) 
2,8 ± 2,8 
(0-14) 
5,5 ± 2,7 
(0-15) 
Bovino 
45 ± 7,6 
(30-55) 
0,8 ± 0,4 
(0-2) 
3,8 ± 1,4 
(0-8) 
5,9 ± 2,7 
(0-15) 
4,2 ± 2,9 
(0-15) 
6,1 ± 3,1 
(0-15) 
Coniglio 
48,3 ± 1,7 
(45-50) 
3,3 ± 3,3 
(0-10) 
6 ± 0 
9 ± 3 
(6-15) 
15 ± 0 25 ± 0 
Agnello 
36,7 ± 1,7 
(35-40) 
28,3 ± 1,7 
(25-30) 
23,3 ± 1,7 
(20-25) 
20,0 ± 0 
23,3 ± 1,7 
(20-25) 
18,3 ± 1,7 
(15-20) 
Cervo 
40 ± 2,9 
(35-45) 
20 ± 0 15 ± 0 10 ± 0 20 ± 0 
12,3 ± 1,5 
(10-15) 
Cavallo 
45 ± 2,9 
(40-50) 
30 ± 0 15 ± 0 20 ± 0 25 ± 0 25 ± 0 
Uccelli 
      
Faraona 60 ± 0 
8,3 ± 2,8 
(0-15) 
16,7 ± 1,7 
(15-25) 
13,3 ± 2,8 
(4-20) 
17 ± 3,5 
(2-25) 
19,2 ± 2 
(15-15) 
Pollo 
53,3 ± 1,7 
(50-55) 
0 ± 0 
5 ± 1,2 
(0-10) 
6,9 ± 1,3 
(0-15) 
5,8 ± 1,9 
(0-15) 
6,9 ± 2 
(0-20) 
Tacchino 
51,7 ± 1,7 
(50-55) 
0 ± 0 
7,8 ± 3,2 
(0-15) 
9,5 ± 2,5 
(2-15) 
9 ± 3,2 
(4-15) 
0,3 ± 0,3 
(0-2) 
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Quaglia 
38,3 ± 1,7 
(35-40) 
1,3 ± 0,9 
(0-6) 
2,3 ± 0,8 
(0-6) 
6,3 ± 0,6 
(4-8) 
3,7 ± 1,5 
(0-8) 
17,8 ± 3,4 
(2-25) 
Anatra 
51,7 ± 1,7 
(50-55) 
11,5 ± 3,9 
(0-20) 
13,2 ± 0,9 
(12-15) 
17,5 ± 1,1 
(15-20) 
12 ± 2,2 
(6-20) 
18,3 ± 1,05 
(15-20) 
Piccione 
38,3 ± 10,2 
(20-55) 
7 ± 4,1 
(0-20) 
5,2 ± 1,5 
(2-12) 
10,9 ± 2,4 
(0-15) 
17,5 ± 1,7 
(10-20) 
21,7 ± 1,05 
(20-25) 
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Tabella 7. Tasso di amplificabilità, concentrazione media e range di amplificazione dei campioni di 
riferimento conservati in etanolo dopo estrazione e amplificazione con FTA
®
cards. In rosso le 
percentuali di amplificabilità <50% e le concentrazioni <10 ng/ µl. 
 
 
Campioni conservati in etanolo 
% amplificabilità 
Concentrazione 
media ampliconi 
(ng/µl) 
Range concentrazione 
ampliconi (ng/µl) 
Totale 63,3 10,4 0-25 
Orata 44,4 3 0-8 
Spinarolo 75 15 0-20 
Sgombro 100 11,2 10-15 
Trota 100 20 20 
Ricciola 100 16,7 12-20 
Scorfano 50 3 0-10 
Acciuga 33,3 7,1 0-20 
Sardina 100 10 10 
Gattuccio 75 17,5 0-25 
Triglia 75 9,2 0-20 
Salmone 33,3 7,1 0-20 
Merluzzo atlantico 53,8 9 6-12 
Razza 100 22,5 20-25 
Rana pescatrice orientale 100 15 15 
Molo 25 2 0-8 
Pesce Spada 75 5,5 0-10 
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Figura 1. Preparazione delle FTA
®
 cards e apposizione sul tessuto. 
a) preparazione strisce (6x2 mm) da FTA® cards intere 
b) apposizione sul tessuto 
c) pressione delicata con vetrino portaoggetti 
d) distacco FTA® cards dal tessuto 
 
 
 
 
Figura 2. Asciugatura e preparazione dei quadratini di FTA
®
 cards. 
a) asciugatura delle strisce di FTA® cards  
b-c) taglio di ciascuna striscia in 3 quadratini (area di 6,6 mm
2
) di FTA
®
 cards 
d)  inserimento dei quadratini in provette da 0,2 ml per essere sottoposti alle fasi di lavaggio 
perviste dal protocollo Whatman FTA
®
 cards 
 
